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 La pathologie de la fibrose kystique (FK) est causée par des mutations du gène 
codant pour le canal Cl- CFTR. Au niveau respiratoire, cette dysfonction du transport 
transépithélial de Cl- occasionne une altération de la composition et du volume du liquide 
de surface des voies aériennes. Une accumulation de mucus déshydraté favorise alors la 
colonisation bactérienne et une réponse inflammatoire chronique, entraînant des lésions 
épithéliales sévères au niveau des voies aériennes et des alvéoles pouvant culminer en 
défaillance respiratoire.  
 Le principal objectif de mon projet de maîtrise était d’étudier les processus de 
réparation de l’épithélium alvéolaire sain, l’épithélium bronchique sain et FK à l’aide 
d’un modèle in vitro de plaies mécaniques. Nos résultats démontrent la présence d’une 
boucle autocrine EGF/EGFR contrôlant les processus de migration cellulaire et de 
réparation des lésions mécaniques. D’autre part, nos expériences montrent que l’EGF 
stimule l’activité et l’expression des canaux K+ KATP, KvLQT1 et KCa3.1 des cellules 
épithéliales respiratoires. L’activation de ces canaux est cruciale pour les processus de 
réparation puisque la majeure partie de la réparation stimulée à l’EGF est abolie en 
présence d’inhibiteurs de ces canaux. Nous avons également observé que les cellules FK 
présentent un délai de réparation, probablement causé par un défaut de la réponse 
EGF/EGFR et une activité/expression réduite des canaux K+.  
 Nos résultats permettent de mieux comprendre les mécanismes de régulation des 
processus de réparation de l’épithélium sain et FK. De plus, ils ouvrent de nouvelles 
options thérapeutiques visant à promouvoir, à l’aide d’activateurs de canaux K+ et de 
facteurs de croissance, la régénération de l’épithélium respiratoire chez les patients 
atteints de FK. 
 
Mots clés :
canaux K+, EGF, fibrose kystique (FK), lésions épithéliales, processus de réparation, 
transport ionique et liquidien 






 The cystic fibrosis pathology (CF) is caused by mutations of the gene coding for 
the Cl- channel, CFTR. In the lungs, the dysfunction of transepithelial ion transport leads 
to an alteration of airway surface liquid volume and composition. Dehydrated mucus 
accumulation then favors chronic bacterial colonisation and inflammatory response, 
inducing severe epithelial injuries in the airways and the alveoli and then, respiratory 
failure.  
 The main objective of my master degree project was to study normal alveolar, 
normal and CF bronchial epithelia repair processes using an in vitro model of mechanical 
wound-healing. Our results reveal the presence of an EGF/EGFR autocrine loop that 
controls cell migration and wound-healing. Our results show also that EGF signaling 
stimulate KATP, KvLQT1 and KCa3.1 K+ channel activity and expression in epithelial 
cells. K+ channel activation is crucial for repair processes since K+ channel inhibitors 
prevent most of EGF-stimulated wound-healing. We also observed that CF cells present 
delayed repair processes, probably caused by an EGF signaling defect and reduced K+ 
channel activity and expression.  
 Our results allow us to better understand the regulatory mechanisms of normal 
and CF epithelial repair processes. Futhermore, our results open to new therapeutic 
options that promote, with K+ channel activators and growth factors, respiratory 




K+ channel, EGF, cystic fibrosis (CF), epithelial injury, repair processes, ion and fluid 
transport 
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Chapitre 1 - Introduction 
 
1) Anatomie et histologie du système respiratoire 
 Le système respiratoire est essentiel à la survie. Sa principale fonction est 
l’échange gazeux, soit l’élimination du dioxyde de carbone produit par la respiration 
cellulaire et l’oxygénation du sang, qui est ensuite redirigé vers les autres organes et 
tissus. L’air chargé d’oxygène entre, dans l’ordre, par le nez et passe par les fosses 
nasales, puis dans les différents segments du pharynx suivi par le larynx et la trachée pour 
finalement entrer dans l’arbre bronchique (figure 1). Le système respiratoire se sépare en 
deux parties : supérieure, soit du nez jusqu’au pharynx et inférieure, soit du larynx 
jusqu’aux embranchements les plus distaux du parenchyme pulmonaire (1).  
 
Figure 1. Anatomie du système respiratoire. L’anatomie du système respiratoire se 
compose de la portion supérieure, soit du nez jusqu’au pharynx et inférieure, soit du 
larynx jusqu’aux embranchements les plus distaux du parenchyme pulmonaire. (Schéma tiré 
de Santé Canada). 
 
Certains segments du système respiratoire servent à transporter, réchauffer et 
purifier l’air inspiré (zone de conduction), alors que d’autres constituent les sites où se 
font les échanges gazeux (zone respiratoire). Ainsi, l’anatomie et l’histologie des 
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différentes portions au long du système respiratoire se diversifient en fonction de leurs 
rôles, tel que nous le verrons dans les prochaines sections.  
Il est à noter que le terme «épithélium respiratoire» désignera dans ce mémoire 
l’épithélium du système respiratoire supérieur et inférieur, soit des fosses nasales 
jusqu’aux alvéoles, alors que le terme «épithélium des voies aériennes» comprendra 
seulement la section des fosses nasales jusqu’aux bronchioles. Les termes «épithélium 
alvéolaire» et «épithélium bronchique» se réfèreront respectivement à l’épithélium des 
alvéoles et des bronches. 
 
1.1) Le système respiratoire supérieur 
 Le système respiratoire supérieur comporte les fosses nasales et les différents  
segments du pharynx, soit le nasopharynx, l’oropharynx et le laryngopharynx. 
L’épithélium pseudostratifié prismatique de la cavité nasale, qui repose sur une lamina 
propria, est composé de cellules ciliées, de cellules muqueuses et de cellules séreuses 
(figure 2). Ces dernières sécrètent respectivement du mucus contenant des enzymes anti-
microbiennes et du liquide aqueux contenant les enzymes. Les cellules ciliées sont 
responsables du mouvement du mucus dans lequel sont piégés des particules inhalées 
indésirables.  
Figure 2. Coupe histologique de la cavité nasale. Coupe histologique de 
l’épithélium pseudostratifié prismatique de la cavité nasale qui montre des cellules 
ciliées et caliciformes. (Photo « RESPIRATORY SYSTEM -- Nasal Respiratory Epithelium Goblet 
Cells» de RC Wagner et de FE Hossler est tirée de la collection Color Histology Images du 
département de Sciences Biologiques de University of Delaware). 
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1.2) Le système respiratoire inférieur 
1.2.1) Le larynx et la trachée 
 Le larynx, un conduit ostéo-cartilagineux rigide en forme d’entonnoir, est 
l’organe abritant les cordes vocales. L’épiglotte située dans le haut referme le larynx lors 
de la déglutition. Le larynx est constitué de cartilage hyalin et de glandes séro-
muqueuses.  
À la suite du larynx se trouve la trachée, un conduit flexible de 10 à 12 cm de 
longueur et 2,5 cm de diamètre, qui se subdivise pour donner naissance aux deux 
bronches principales. La paroi de la trachée se compose de trois différentes couches, soit 
de l’extérieur vers l’intérieur : l’adventice, la sous-muqueuse et la muqueuse (figure 3A).  
 
La première couche est composée, du côté externe, de cartilage hyalin renforcé de 
16 à 20 anneaux en forme de fer à cheval maintenus ensemble par des fibres élastiques. 
Ses propriétés élastiques procurent à la trachée la flexibilité nécessaire pour supporter les 
variations de pression lors du processus de respiration. Du côté interne, l’adventice est 
fait de nerfs, de vaisseaux sanguins, de glandes trachéales, mais plus principalement de 
tissu conjonctif lâche. Ce dernier, composé de protéoglycanes et de collagène mature, se 
A) B)
Figure 3. Histologie de la trachée. A) Coupe histologique schématisée de la paroi de la 
trachée et des bronches primaires composée de la muqueuse, la sous-muqueuse et la 
couche cartilagineuse. B) Coupe histologique de la muqueuse trachéale. (Photo tirée du 




prolonge dans les tissus conjonctifs adjacents, soit les artères pulmonaires, le tissu péri-
veineux ainsi que l’interstitium interlobulaire et pleural. Cette continuité du tissu 
conjonctif permet l’établissement d’une structure d’échafaudage pour les tissus 
conjonctifs plus fragiles du parenchyme. Enfin, le côté faisant face à l’œsophage, 
composé du muscle lisse trachéal et de tissu conjonctif, est souple afin de permettre à 
l’œsophage de se dilater au passage des aliments (1). La deuxième couche, la sous-
muqueuse, est constituée de tissu conjonctif, de cartilage, de muscles et contient un grand 
nombre de glandes séro-muqueuses. Enfin, la dernière couche faisant face à la lumière 
trachéale est la muqueuse. Son épithélium, comme au niveau du larynx, est 
pseudostratifié prismatique cilié composé de cellules ciliées, caliciformes et basales 
(figure 3B).  
Les cellules ciliées, environ cinq fois plus nombreuses que les cellules 
caliciformes, composent majoritairement l’épithélium trachéal. Elles ont un noyau basal, 
de nombreuses mitochondries apicales et des lysosomes. Les cellules ciliées, ancrées à la 
lame basale, s’étendent jusqu’à la lumière trachéale et forment une barrière imperméable 
grâce à leurs jonctions serrées créées par les desmosomes. Elles sont aussi bordées par de 
nombreuses microvillosités, importantes pour le transport transépithélial d’ions et de 
fluides. Chacune comporte de 200 à 250 cils, qui sont indispensables pour la clairance 
mucociliaire au niveau des voies respiratoires.  
Les cellules caliciformes, caractérisées par des granules clairs aux électrons en 
microscopie de transmission, sécrètent des sulfomucines et des mucines neutres. Le 
mucus ainsi produit emprisonne et neutralise les particules inhalées et les évacue via le 
battement de cils des cellules ciliées (voir section 2.2.1).  
Enfin, les cellules basales, petites et triangulaires sont ancrées à la membrane 
basale et ne voient jamais la lumière trachéale. Leur principale fonction est d’ancrer les 
cellules ciliées à la membrane basale, mais elles sont aussi impliquées dans la 
régénération de l’épithélium à la suite de lésions épithéliales par exemple (1).   
 
1.2.2) L’arbre bronchique 
 Les deux poumons sont logés dans la cavité thoracique et la plèvre les enveloppe 
individuellement. Due à la position du cœur, le poumon gauche ne comporte que deux 
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lobes alors que celui de droite en possède trois. L’arbre bronchique s’étend des bronches 
principales aux alvéoles et se subdivise en 2 parties : la zone de conduction et la zone 
respiratoire. La zone de conduction comprend les bronches et les bronchioles alors que la 
zone respiratoire comprend les bronchioles respiratoires, les conduits et les saccules 
alvéolaires (figure 4A). 
  
1.2.2.1) La zone de conduction 
Comme le système respiratoire supérieur, les bronches principales ont comme 
fonction de réchauffer, filtrer et saturer en vapeur d’eau l’air inspiré. Elles sont issues de 
la division de la trachée et s’enfoncent dans le hile des poumons. La bronche principale 
droite est plus large et courte que celle de gauche. Elles sont ensuite subdivisées en 
bronches secondaires, puis en bronches tertiaires et ainsi de suite, jusqu’aux bronchioles 
qui deviennent, en entrant dans les lobules pulmonaires, des bronchioles terminales. Les 
subdivisions totalisent 23 générations de ramifications des conduits aériens avec des 
diamètres décroissants (figure 4B et 5A). 
A) B)
Figure 4. Ramifications de l’arbre bronchique. A) Schéma représentant les 
ramifications de l’arbre bronchique. (Schéma tiré de l’organisation Living donor Lung Transplant) 
B) Schématisation de la ramification des voies aériennes et identification des segments 
de la zone de conduction (de la trachée jusqu’aux bronchioles terminales) et de la zone 





L’histologie de la zone de conduction varie à mesure que les conduits se ramifient 
(figure 5). La paroi des bronches proximales ressemble beaucoup à celle de la trachée, 
soit une couche fibro-cartilagineuse recouverte d’un épithélium pseudostratifié 
prismatique cilié. Cependant, il y a perte progressive du cartilage de soutien dans la 
ramification des bronches pour faire place à des plaques irrégulières de cartilage. À 
mesure que l’épithélium s’amincit au niveau des bronches terminales, l’épithélium 
pseudostratifié se transforme en épithélium cuboïde (épithélium simple) au niveau des 
bronchioles terminales (figure 5A). Une autre modification importante de l’histologie 
concerne les cellules ciliées. En effet, les cellules ciliées sont plus minces et de moins en 
moins nombreuses pour disparaître complètement dans les bronchioles terminales. 
D’autre part, les cellules caliciformes font progressivement place aux cellules de Clara. 
Ces dernières n’ont pas de cils. Elles sont prismatiques, mais en descendant dans l’arbre 
bronchique elles deviennent cuboïdes. Elles possèdent de nombreuses mitochondries, un 
réticulum endoplasmique lisse très développé et des granules de sécrétion contenant des 
anti-protéases et anti-oxydases spécifiques. Elles sont des cellules progénitrices, capables 
A) B)
Figure 5. Évolution histologique de l’épithélium respiratoire. A) Schéma de 
l’évolution histologique de l’épithélium de la zone de conduction à la zone respiratoire. 
L’épithélium pseudostratifié prismatique cilié des voies aériennes s’amincit 
progressivement au long des ramifications pour devenir un épithélium cuboïde dans les 
bronchioles terminales. L’épithélium alvéolaire est composé de cellules alvéolaires de 
type I (ATI) et de type II (ATII). (Schéma tiré du cours Histology D502 de Indiana University 
Purdue University Indianapolis) B) Coupe histologique de la zone de respiratoire montrant les 
bronchioles terminales et respiratoires, les conduits alvéolaires ainsi que les alvéoles. 
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de régénérer l’épithélium bronchiolaire, soit une fonction très importante qu’elles 
partagent avec les cellules alvéolaires de type II (ATII). Enfin, les fibres élastiques sont 
présentes tout au long de l’arbre bronchique. Au cours des ramifications, il y a apparition 
progressive du muscle lisse au niveau des bronches et aux segments subséquents. Ces 
deux composantes procurent aux bronches et ses ramifications la flexibilité nécessaire 
pour supporter les mouvements du processus de respiration (1).  
 
1.2.2.2) La zone respiratoire 
 Le lobule pulmonaire est la plus petite structure visible à l’œil. Il se situe à 
l’extrémité descendante des bronchioles terminales, qui deviennent les bronchioles 
respiratoires. Ces dernières se prolongent en conduits alvéolaires pour se terminer en 
saccules alvéolaires, qui sont composés d’alvéoles, siège de l’échange gazeux. Cet 
important processus se produit au niveau de la membrane alvéolo-capillaire, soit l’endroit 
où la lame basale de la paroi des alvéoles entre en contact avec celle des capillaires 
sanguins (1; figure 6). Il y a dans le poumon environ 300 millions d’alvéoles 
enveloppées chacune d’un réseau de capillaires, donnant lieu à une surface d’échange 
extrêmement grande, soit d’environ 100 à 150 m2. La paroi des alvéoles est composée de 
cellules alvéolaires de type I et de type II (2,3; figure 7). 
Figure 6. Schéma de la barrière alvéolo-capillaire. La barrière alvéolo-capillaire est 
l’endroit où la paroi des alvéoles entre en contact avec celle des capillaires sanguins 
permettant l’échange gazeux. 
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 Les cellules alvéolaires de type I (ATI) constituent ~95% de la surface épithéliale 
alvéolaire (2,3). Ce sont de larges cellules squameuses à l’allure aplatie (figure 7A). Leur 
cytoplasme contient également des vésicules pinocytaires, ce qui suggère un transport 
transépithélial.  Les cellules ATI forment une barrière à la diffusion des fluides grâce à 
leurs jonctions serrées (1). Cependant, elles démontrent une très grande perméabilité 
osmotique, puisqu’elles expriment des aquaporines (3; voir section 2.3.4). Les cellules 
ATI étaient précédemment connues pour avoir comme seule fonction l’échange gazeux. 
Plus récemment, des études ont démontré, via la mise en évidence de différents canaux 
ioniques, que les cellules ATI pouvaient aussi transporter des ions et des fluides (2,3). 
Les cellules alvéolaires de type II (ATII) représentent moins de 5% des cellules 
alvéolaires en surface, mais représentent >95% de la population totale des cellules 
alvéolaires. Elles possèdent une allure plus cuboïde. Leur cytoplasme contient aussi un 
réticulum endoplasmique bien développé, un appareil de Golgi important, des corps 
lamellaires et neuroépithéliaux. Elles sont caractérisées surtout par la présence 
d’inclusions lamellaires cytoplasmiques, contenant le surfactant (1-3; figure 7A). 
Comme nous le verrons dans les sections suivantes, les cellules ATII remplissent 
plusieurs rôles : 1) elles synthétisent, sécrètent et recyclent le surfactant (voir section 
A) B)
Figure 7. Structure et histologie alvéolaire. A) Schéma de la structure d’une alvéole 
montrant les cellules alvéolaires de type I (ATI) et de type II (ATII), impliquées dans la 
production et la sécrétion de surfactant ainsi que les macrophages alvéolaires. (Image tirée 
de Hawgood & Clements, J Clin Invest. 1990) B) Coupe histologique d’une alvéole montrant les 
cellules ATI et ATII ainsi que des capillaires sanguins. (Photo tirée de School of Anatomy and 
Human Biology de University of Western Australia) 
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2.1), qui réduit la tension de surface et empêche l’affaissement des alvéoles, 2) elles 
transportent les ions et les fluides (voir section 2.3) et 3) elles jouent un rôle de cellules 
progénitrices (voir section 2.2.3.3). Les cellules ATII jouent un rôle particulièrement 
important dans la régénération épithéliale puisqu’elles sont capables de se différencier en 
cellules ATI lorsque celles-ci doivent être remplacées. Elles sont ainsi considérées 



























2) Physiologie de l’épithélium respiratoire 
La fonction première des poumons est évidemment l’échange gazeux, qui assure 
l’approvisionnement en oxygène aux tissus ainsi que l’élimination du dioxyde de carbone 
(CO2) produit par la respiration cellulaire. Afin de maintenir le bon fonctionnement de ce 
phénomène vital, l’épithélium respiratoire a développé d’autres fonctions très 
importantes : la stabilité alvéolaire (voir section 2.1) au niveau de l’épithélium 
alvéolaire, les mécanismes de défense (voir section 2.2) ainsi que le transport ionique et 
liquidien (voir section 2.3). Ces mécanismes visent tous à préserver l’intégrité de 
l’épithélium respiratoire, pour que celui-ci puisse accomplir sa tâche la plus importante, 
soit la conduction et l’échange gazeux.   
 
2.1) La stabilité alvéolaire 
  Les cellules ATII de l’épithélium alvéolaire produisent du surfactant (figure 7A), 
une substance majoritairement composée de phospholipides (~80-90%), qui lui confère 
ses propriétés biophysiques d’élasticité et de viscosité. Sa fraction protéique (~10%) 
contient quatre apoprotéines (SP-A, -B, -C et –D) associées au surfactant. Les protéines 
SP-B et SP-C, petites et hydrophobes, sont importantes dans l’adsorption des lipides du 
surfactant à la surface épithéliale (4, 33). Les cellules ATII synthétisent, emmagasinent le 
surfactant dans les corps lamellaires et le sécrètent suite à un stimulus : une profonde 
inspiration peut être suffisante. Le surfactant doit être d’abord transformé à l’aide de la 
protéine SP-B en myéline tubulaire (assemblage de phospholipides et de SP-A) avant 
d’être actif (4, 33). Enfin, les cellules ATII recyclent près de 85% du surfactant. Quant à 
sa dégradation, elle est effectuée par l’action des macrophages. Une dysfonction du 
recyclage et/ou de la dégradation du surfactant peut causer (très rarement) une protéinose 
alvéolaire (4).  
 Compte tenu de la structure des alvéoles, l’épithélium alvéolaire a dû innover via 
la production de surfactant pour préserver la structure et éviter l’affaissement de l’espace 
alvéolaire pendant la respiration. En effet, le surfactant permet de réduire la tension de 
surface et contribue à la stabilité alvéolaire en empêchant les parois des alvéoles de se 
coller durant les variations de pression lors de la respiration. Certaines études ont reconnu 
d’autres fonctions au surfactant, dont entre autre, l’opsonisation de pathogènes. En effet, 
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les protéines SP-A et SP-D se lieraient aux pathogènes et les présenteraient aux 
macrophages afin de les éliminer de la lumière alvéolaire. Les protéines SP-A et SP-D 
ont également un rôle dans la réponse allergique. En effet, ces peptides sont capables 
d’inhiber la liaison de l’allergène à l’IgE, la relâche d’histamine et la prolifération des 
lymphocytes (78).  
Le surfactant aurait un rôle dans l’homéostasie du fluide alvéolaire en prévenant 
l’accumulation de fluide (œdème) dans l’espace alvéolaire. En effet, le surfactant 
recouvre la mince couche de liquide sur les parois de l’alvéole (l’hypophase) et diminue 
la succion causée par l’interface air-liquide (4). 
La composition du surfactant peut cependant varier selon différents états 
pathologiques. D’abord, la sécrétion de surfactant ne commence qu’à la 34ème semaine de 
gestation, le surfactant chez les nouveau-nés prématurés est déficient en phospholipides 
et en protéines SP-A / SP-C. Ce phénomène peut entraîner le développement du 
syndrome de détresse respiratoire infantile. D’autre part, chez les patients atteints du 
SDRA ou de pneumonie, on peut observer une diminution des acides gras dans le 
surfactant. Ensuite, dans plusieurs pathologies pulmonaires, telles que la fibrose kystique 
(FK), la pneumonie, la fibrose idiopathique et l’asthme allergique, le niveau de protéine 
SP-A dans le surfactant est diminué. La concentration de phospholipides peut également 
varier en condition pathologique, par exemple, elle est augmentée en FK et diminuée lors 
d’une pneumonie. Suite à ces baisses de protéines SP et de phospholipides, le surfactant 
perdrait ses propriétés d’agent tensio-actif et pourrait causer l’activation et la 
prolifération de lymphocytes. En effet, l’inflammation présente dans la plupart de ces 
maladies peut altérer ou diminuer la sécrétion de surfactant, mais aussi stimuler la 
production de cytokines. Par conséquent, dans certaines pathologies, la destruction des 
cellules épithéliales ATI et ATII cause la perte de l’intégrité de l’épithélium, et par 
conséquent, la production de surfactant par les cellules ATII. Bref, ce cercle vicieux 
entraîne inévitablement une détresse respiratoire (78). 
 
2.2) Les mécanismes de défense 
L’exposition constante à des agents pathogènes a amené l’épithélium respiratoire 
à développer des mécanismes de défense pour se protéger. L’épithélium forme grâce aux 
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desmosomes et aux jonctions serrées une barrière de défense physique (figure 8A). 
L’architecture en cul-de-sac du système respiratoire a favorisé le développement de 
mécanismes dynamiques (la clairance mucociliaire), immunologiques (la réponse 
immune face aux pathogènes) et de réparation (la régénération épithéliale suite à des 
lésions). 
 
2.2.1) La clairance mucociliaire 
L’efficacité de la clairance mucociliaire dépend en grande partie du liquide de 
surface des voies aériennes (ASL, airway surface liquid) et de l’activité des cellules 
ciliées. L’épithélium des voies aériennes est recouvert d’une couche de liquide 
périciliaire (PCL, periciliary liquid) puis d’une couche de mucus, qui constituent l’ASL 
(17, 20, 21). Le mucus est composé de glycoprotéines appelées mucines. La MUC5AC et 
la MUC5B, sécrétées respectivement par les cellules caliciformes et les glandes sous-
muqueuses, composent majoritairement le mucus. Les mucines de surface MUC1 et 
MUC4 entrent également dans la composition du mucus (20). Par sa texture visqueuse, le 
mucus emprisonne les agents pathogènes inhalés et les neutralise à l’aide de ses 
A) B) 
Figure 8. Mécanismes de défense et mouvement ciliaire. A) Schéma de l’épithélium 
des voies aériennes montrant les mécanismes de défense, telle que les jonctions serrées 
formant la barrière physique, les protéines de défense ainsi que l’épuration mucociliaire, 
qui sont essentielles à la neutralisation et l’élimination des pathogènes (Schéma tiré de 
Coraux  et al. Med Sci (Paris) 2005) B) Schématisation du mouvement ciliaire dans la 
couche de liquide périciliaire (PCL) qui transfère son mouvement au mucus, ce qui 
permet le processus de clairance mucociliaire. (Schéma tiré de Matsui H et al. J Clin 
Invest. 1998) 
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propriétés anti-oxydantes, anti-protéasiques et anti-microbiennes. En effet, le mucus 
contient du lyzozyme, de la lactoferrine, des défensines, de la lactoperoxidase et de 
l’inhibiteur sécrétoire de la protéase leucocytaire, qui sont sécrétés par les glandes sous-
muqueuses. La protéine CCSP, sécrétée par les cellules de Clara, ainsi que les protéines 
SP-A et SP-D, sécrétées par les cellules ATII, entrent dans la composition du mucus et 
jouent également un rôle dans l’élimination des agents infectieux (17; figure 8A). Le 
PCL, qui est moins visqueux, permet le battement adéquat des cils des cellules ciliées des 
voies aériennes (voir section 1.2.1) pour pousser le mucus contaminé vers le pharynx. Le 
battement des cils permet le transfert du mouvement au mucus et au PCL (figure 8B). 
Ainsi, les couches de liquide et de mucus se déplacent à la même vitesse, soit 39,8 ± 4,2 
et 39,2 ± 4,7 µm/seconde. Le mouvement de la couche de mucus permet l’élimination des 
particules insolubles alors que le transport axial du PCL permet la clairance des particules 
hydrophiles (21). Ainsi, la clairance mucociliaire constitue par une action mécanique la 
première ligne de défense face aux particules et aux agents pathogènes respirés. 
Il existe des pathologies où la fonction des cils est affectée, soit la dyskinésie 
primaire et secondaire. Dans la dyskinésie primaire, la structure et la fonction des cils 
sont anormales, ce qui cause l’absence de clairance mucociliaire. Cette pathologie 
autosomale récessive est souvent causée par des mutations des bras de dynéine, une 
composante importante pour le mouvement ciliaire (48, 70). La dyskinésie secondaire est 
causée par des infections bactériennes ou virales, par des drogues, des toxines et/ou des 
facteurs environnementaux. L’atteinte est moins sévère que celle de la dyskinésie 
primaire, mais la fonction ciliaire est tout de même diminuée (71, 72). Ce phénomène a 
comme conséquence une diminution de la clairance mucociliaire, ce qui mène à une 
mauvaise élimination des pathogènes inhalés et donc favorise les infections bactériennes. 
 
2.2.2) La réponse immune 
L’intrusion d’un agent infectieux dans le système respiratoire déclenche une 
cascade d’évènements qui visent à l’éliminer. Tout d’abord, la présence d’un pathogène 
met en branle un éventail de cellules immunes telles que les macrophages, les monocytes 
et les neutrophiles polynucléaires, qui sont capables de phagocyter les corps étrangers. 
Ces dernières ainsi que les lymphocytes, les cellules NK, les cellules dendritiques, 
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épithéliales, endothéliales et les fibroblastes peuvent produire et sécréter des cytokines et 
des chémokines. Celles-ci sont impliquées dans les phénomènes de résolution de la 
réaction inflammatoire non spécifique, dans les processus lésionnels et de réparation des 
tissus (voir section 2.2.3) et/ou dans l’initiation de la réponse immune acquise (figure 9). 
 En effet, les cytokines sécrétées par les lymphocytes de type Th1 (IFNγ, IL-2, etc.) 
mènent à une réponse inflammatoire à médiation cellulaire. Celle-ci consiste à recruter 
des cellules immunes, telles que les macrophages, qui phagocyteront l’agent pathogène 
(bactéries, virus ou parasites). Les cytokines de type Th2 sont responsables de la réponse 
inflammatoire à médiation humorale. Ces molécules provoquent la production 
d’anticorps pour l’antigène ciblé, qui sont libérés dans la lymphe, le sang et les autres 
fluides. Il existe également des cytokines de type Th3, qui régulent les réponses de type 
Th1 ou Th2.  
 
Figure 9. Schéma de la réponse immune. Schéma représentant l’induction d’une 
réponse immune de type Th1 ou Th2 suite à l’exposition à un agent infectieux. Les 
cytokines de type Th mènent une réponse inflammatoire à médiation cellulaire, alors 
que celles de type Th2 sont responsables de la réponse inflammatoire à médiation 
humorale. (Tulic et al. Ed: Hamid Q, Shannon J & Martin J. Hamilton Canada, BC Decker Inc. 2005, 
p.453-467. ) 
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L’épithélium possède également un rôle important dans la réponse immune via la 
sécrétion de cytokines ainsi que de collectines et de défensines contenues dans le 
surfactant. Les cellules épithéliales sécrètent des cytokines pro-inflammatoires, telles que  
l’interleukine-1β, -6, -8, et du TNF, mais également de l’IL-10, une cytokine anti-
inflammatoire (59). La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires stimulerait l’activité 
d’un facteur de transcription majeur dans la réponse immune, le NFκB. L’IL-10 
possèderait des propriétés anti-inflammatoires, puisqu’il induirait l’expression d’IκB, 
l’inhibiteur de NFκB et modulerait ainsi la réponse immune (64). Il semblerait que le 
TNF et l’IL-1β activent le NFκB et induisent la sécrétion d’IL-8 (69). Cette cytokine est 
le chemoattractant le plus important dans le recrutement de neutrophiles au site 
d’infection, qui permet l’élimination du pathogène (50, 59, 60, 63).  Les cellules 
épithéliales expriment aussi ICAM-1, une molécule d’adhésion pour les neutrophiles 
(59). 
En plus de ses capacités à participer dans la réponse inflammatoire par la 
sécrétion de cytokines, les cellules ATII participent aussi à la défense immunitaire en 
sécrétant des collectines et des défensines qui sont des peptides anti-microbiens. Comme 
expliqué à la section 2.1, les collectines (les protéines SP-A et SP-D) ont un rôle dans 
l’opsonisation et l’élimination des pathogènes ainsi que dans la réponse allergique. Les 
défensines sont capables d’éliminer les bactéries, les virus, les champignons, les 
spirochètes et les mycobactéries. Leur mode d’action demeure encore inconnu, mais il 
semblerait que les défensines pourraient également moduler l’inflammation (79, 80). 
Bref, la participation des cellules immunes et la sécrétion de molécules favorisant la 
réponse inflammatoire permettent l’élimination des pathogènes inhalés afin de protéger 
l’épithélium respiratoire. Cependant, une dérégulation de ce mécanisme de défense lors 
de différentes pathologies peut s’avérer dommageable pour l’intégrité et la fonction des 
tissus visés.  
 
2.2.3) La régénération épithéliale 
2.2.3.1) Causes des lésions épithéliales  
Des lésions épithéliales peuvent être occasionnées par des lésions mécaniques, 
des radiations, mais également par les agents infectieux (bactéries, champignons ou 
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virus) et chimiques (fumée de cigarette et gaz polluants) retrouvés dans l’air inhalé 
(figure 10). Les exoproduits bactériens ainsi que des protéases et des radicaux libres, 
sécrétés par les cellules immunes, peuvent détruire les protéines structurales et 
endommager les cellules caliciformes et ciliées des parois des voies aériennes (137, 142, 
144).  
Il  a été suggéré que ces agents toxiques peuvent être reconnus par des récepteurs 
de reconnaissance de motifs (PRR; pattern recognition receptor), dont entre autres les 
récepteurs Toll-like (TLR; Toll-like receptor). Les TLR sont exprimés à la membrane 
apicale des cellules épithéliales ainsi qu’à la surface de certaines cellules immunes. Il a 
été suggéré que les TLR peuvent reconnaître des ligands de façon spécifique et que leur 
expression à la membrane est augmentée suite à l’exposition aux agents pathogènes. Les 
TLR2, -3, -4, -5, -9 reconnaîtraient respectivement, les peptidoglycanes et les acides 
lipotéchoïques des bactéries à gram-positif, l’ARN double brin viral, les 
lipopolysaccharide (LPS) des bactéries à gram-négatif, la flagelline bactérienne ainsi que 
l’ADN non-méthylé bactérien. Il existe également les récepteurs couplés aux protéines G 
(GPCR; G protein-coupled receptor) qui sont capables de reconnaître des molécules 
étrangères et nocives. En effet, le récepteur du facteur d’activation des plaquettes (PAF, 
platelet-activating factor) reconnaît les bactéries à gram-positif alors que celui de 
l’acétylcholine est activé par la nicotine contenue dans la fumée de cigarette. Suite à la 
reconnaissance du pathogène ou de molécules toxiques, les GPCR et les TLR induisent la 
transmission d’un signal par différentes voies de signalisation. En effet, les GPCR ainsi 
que les TLR sont capables d’activer des protéines membranaires (canaux ioniques, 
EGFR, etc.) et plusieurs voies de signalisation via différents effecteurs (NFκB, PLC, 
PKC, PKA, PIK3, MAPK, ERK, etc.) afin de générer différentes réponses cellulaires, 
telles que la survie cellulaire, le déclenchement de l’inflammation ainsi que la réparation 
(171-174). Il semblerait même que certaines composantes des voies de signalisation des 
GPCR puissent également réguler l’activité des TLR (174). L’activation de ces récepteurs 
membranaires, qui reconnaissent les pathogènes ou les agents toxiques, entraîne donc la 
production de différentes protéines impliquées dans la réponse immune et/ou au 
déclenchement des processus de réparation, en partie via EGFR, pour régénérer les 
régions lésées par ces molécules  (137). 
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2.2.3.2) Conséquences physiologiques des lésions épithéliales
Suite à des lésions, il y a perte de l’intégrité épithéliale. En effet, les tissus atteints 
sont dénudés partiellement ou totalement de la couche de cellules épithéliales qui les 
recouvrait. La membrane basale peut être exposée et même parfois endommagée, ce qui 
dévoile le tissu conjonctif (83, 132, 133, 140, 143; figure 10).  
 
Lésions mécaniques, radiations, agents 
infectieux et chimiques 
Figure 10. Schéma d’une lésion épithéliale. 
Les tissus lésés sont dénudés partiellement ou 
totalement de la couche de cellules épithéliales 
qui les recouvrait exposant la membrane basale 
et parfois même le tissu connectif. 
 
De sérieuses conséquences peuvent découler de cette perte d’intégrité épithéliale, 
dont la perturbation de la barrière physique face aux pathogènes (139). En effet, lorsque 
la barrière épithéliale est rompue, il peut y avoir infiltration bactérienne, ce qui peut 
causer de l’infection, de l’inflammation et même un choc septique. Ensuite, 
l’homéostasie des fluides, préservée par le transport ionique, est perturbée par des 
dommages causés à l’épithélium (32). En effet, une dysfonction du transport des fluides 
et des ions peut affecter les mécanismes de défense, telle que la réparation épithéliale 
(voir section 2.2.3), la réponse inflammatoire (voir section 2.2.2) et la clairance 
mucociliaire (10, 11, 20, 28, 32; voir section 2.2.1). Au niveau alvéolaire, la perte de 
l’intégrité épithéliale peut mener à l’accumulation de liquide dans les alvéoles causant un 
œdème, mais peut également mener à l’affaissement des alvéoles par la destruction des 
cellules ATII produisant le surfactant, essentiel à la stabilité alvéolaire (voir section 2.1). 
Suite à des lésions épithéliales sévères et en présence d’inflammation chronique, il peut 
se développer de la fibrose, qui se caractérise par le remplacement du tissu parenchymal 
par des tissus conjonctifs aux sites de lésions (142). Ce phénomène cause 
malheureusement une forte diminution de la fonction respiratoire (10, 32). C’est donc 
pour la protection du système respiratoire ainsi que pour la préservation des fonctions de 
l’épithélium que la réparation tissulaire est essentielle à la protection de l’intégrité 
épithéliale.  
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2.2.3.3) Processus de réparation épithéliale
La régénération épithéliale dépend d’un ensemble de phénomènes qui sont mis en 
place séquentiellement (figure 11A). D’abord, les cellules épithéliales et endothéliales 
intactes déclenchent la phase de coagulation antifibrinolytique via la sécrétion de 
médiateurs inflammatoires (figure 11B). Ce phénomène entraîne la formation de caillots 
sanguins, la sécrétion de substances vasoactives et de facteurs de croissance, qui est suivi 
de la production de matrice provisoire constituée d’un réseau fibrine-fibronectine riche en 
plaquettes sanguines. Les cellules épithéliales et endothéliales lésées sécrètent également 
des métalloprotéinases matricielles (MMP; matrix metalloproteinase), qui dégradent les 
tissus partiellement dénaturés pour faire place à cette matrice provisoire, essentielle à la 
migration des cellules inflammatoires et des fibroblastes (133, 142). Cependant, le rôle de 
Figure 11. Processus de réparation. A) Modèle des mécanismes séquentiels mis en 
place lors des processus de réparation de l’épithélium respiratoire. B) Schéma des 
différents types cellulaires et des molécules impliqués dans la régénération épithéliale. 
(Schéma tiré de Coraux  et al. Med Sci (Paris) 2005)  
 
 19
ces MMP semble beaucoup plus complexe. Les MMP-2 et -9 auraient un rôle inhibiteur 
de la prolifération et de l’adhésion cellulaire alors que la MMP-7 pourrait aider à la 
réparation épithéliale. Il semblerait qu’elle clive l’ectodomaine de la cadhérine, une 
molécule d’adhérence intercellulaire, et permettrait ainsi la migration des cellules 
impliquées dans la réparation. La MMP-7 pourrait aussi cliver et activer les peptides anti-
microbiens contenus dans le mucus. De façon encore plus intéressante, les MMP 
contribueraient également au relargage de facteurs de croissance qui stimuleraient les 
processus de réparation épithéliale (83; voir section 2.2.3.4).  
 La phase inflammatoire commence en même temps que la phase de coagulation 
(133). Les neutrophiles et macrophages ainsi que les monocytes recrutés au site de lésion 
participent également à l’élimination des débris cellulaires et des pathogènes présents 
(133, 142). Ces cellules inflammatoires sont aussi impliquées dans la sécrétion 
continuelle de cytokines pour la stimulation du processus de prolifération et 
d’angiogenèse. Les cellules basales migrent pour recouvrir la région lésée (83). On note 
un phénomène de dédifférenciation cellulaire des cellules progénitrices, soit les cellules 
de Clara et/ou les cellules ATII (figure 11A, étapes 2 et 3).  
Ensuite, les cellules aux bords de la plaie s’étendent, s’aplatissent, forment des 
pseudopodes et migrent (83, 133, 142, 143). Le processus de migration cellulaire dépend 
de la réorganisation du cytosquelette d’actine combinée à une variation du volume 
cellulaire. Il semblerait que la formation du pseudopode frontal ainsi que la rétractation 
de l’uropode caudal se produirait de façon séquentielle (figure 11A, étape 4) et seraient 
régulés par le transport ionique (figure 12). En effet, il a été suggéré que l’échangeur 
NHE1 serait impliqué dans le maintien de la polarisation et de l’adhésion de la cellule en 
train de migrer. Ensuite, on a aussi observé que l’élévation du [Ca2+]i permettait la 
dépolymérisation de l’actine alors qu’une diminution du [Ca2+]i entraînerait sa 
polymérisation (135). La mobilité cellulaire dépend également des intégrines, qui sont 
des récepteurs d’adhésion cellulaire (83, 135). Ces récepteurs sont capables de se lier à 
leurs ligands situés sur la matrice extracellulaire. Cette interaction permet la 
réorganisation du cytosquelette d’actine de la cellule via l’activation de la protéine FAK 
par le complexe protéique Src, Grb-2 et c-Crk (83). Il semblerait que le recyclage de ces 
intégrines et de la phosphorylation des chaînes légères de myosine sont aussi des 
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phénomènes régulés par le [Ca2+]i. Il a également été suggéré que l’influx d’ions Na+ et 
Cl- par l’échangeur Na+/H+ et l’échangeur Cl-/HCO3- AE2 au pôle frontal entraîne une 
entrée d’eau via les aquaporines. Cette augmentation locale de la pression hydrostatique 
permet la polymérisation de l’actine et donc la formation du pseudopode. Ensuite, 
l’efflux ionique par les canaux K+ et les canaux Cl-, qui se retrouvent au niveau de 
l’uropode caudal, occasionnerait une diminution du volume cellulaire et donc la 
rétractation du pôle postérieur. Ainsi un cycle continuel de formation de pseudopode et 
de rétractation du pôle postérieur permettrait la mobilité cellulaire (135).  
Figure 12. Modèle du phénomène de 
migration cellulaire. L’augmentation du 
volume cellulaire sous le contrôle de canaux 
ioniques au pôle frontal et la réorganisation du 
cytosquelette d’actine permet la formation du 
pseudopode alors que l’efflux d’ions K+ 
favorise la rétractation du pôle postérieur. Le 
[Ca2+]i module également la polymérisation de 
l’actine. (Schéma tiré de Schwab A. Am J Physiol 
Renal Physiol. 2001) 
 
 Les cellules épithéliales et fibroblastes prolifèrent également afin de repeupler et 
réparer la plaie (figure 11A, étape 5). L’équilibre entre la fonction des cellules 
épithéliales et celle des fibroblastes est important dans le processus de réparation (143). 
En effet, au niveau alvéolaire, il a été démontré que les cellules ATII, via la sécrétion 
d’IL-1β, pouvaient inhiber les fibroblastes, ce qui favorise la réépithélisation au 
détriment du développement de la fibrose (138). Il a également été suggéré que les 
canaux K+ pouvaient moduler la prolifération cellulaire (voir section 2.3.5.1). Enfin, lors 
de la phase de maturation, on voit la réponse inflammatoire et l’angiogenèse diminuer 
(133) alors que les cellules finissent par se re-différencier (figure 11A, étape 6). Au 
niveau des alvéoles, les cellules ATI sont plus sensibles aux lésions, alors que les cellules 
ATII, qui sont plus résistantes, agissent comme cellules progénitrices et permettent donc 
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la réépithélisation alvéolaire (140). L’épithélium alvéolaire se re-différencie en 
épithélium cuboïde composé de cellules ATI et ATII, alors que dans les voies aériennes, 
on retrouve une couche de cellules malpighiennes, suite à la phase proliférative, qui 
recouvre un épithélium pseudostratifié. Celui-ci se pseudostratifie de façon progressive 
jusqu’à l’obtention d’un épithélium bronchique fonctionnel (17, 29, 83; figure 11A, 
étape 7). La capacité des cellules épithéliales à réparer une lésion dépend de leur habileté 
à migrer, proliférer et changer de phénotype, de leur interaction avec les autres cellules et 
la matrice extracellulaire, mais également de l’environnement inflammatoire propice à 
une réparation épithéliale normale (143).  
 
2.2.3.4) Facteurs impliqués dans la régulation de la réparation épithéliale
Il est reconnu que les processus de réparation dépendent des facteurs de 
croissance (32, 139, 155, 157; figure 11B). Suite aux lésions, les cellules épithéliales, les 
fibroblastes et les macrophages sont capables de sécréter certains facteurs de croissance, 
tels que le facteur de croissance épidermique (EGF), transformant (TGFα et TGFβ), des 
kératinocytes (KGF), des hépathocytes (HGF), des fibroblastes (FGF), dérivé des 
plaquettes (PDGF) (83, 84, 134, 137-140, 143). Ces facteurs de croissances peuvent avoir 
des effets très variés sur la réparation épithéliale via la modulation des phénomènes de 
migration, de prolifération et de différenciation cellulaire.  
Les récepteurs à l’EGF (EGFRs ou erbB) sont des glycoprotéines membranaires. 
Le récepteur erbB1 ou EGFR, une protéine de 170 kDa, a été le premier récepteur 
possédant une activité tyrosine kinase à avoir été séquencé. Le gène d’erbB1 est composé 
de 26 exons étalés sur 110 kb, qui code pour une protéine de 1186 acides aminés. Le 
récepteur est composé d’un domaine N-terminal extracellulaire, qui contient deux 
domaines riches en cystéines formant le site de liaison des ligands. Le domaine 
transmembranaire est constitué d’une hélice alpha unique. Le domaine cytoplasmique C-
terminal possède une activité protéine tyrosine kinase. On y retrouve cinq différents 
motifs consensus d’autophophorylation qui permettent l’interaction avec des protéines 
contenant les motifs SH2 (Src homology 2) et PTB (phospho-tyrosine binding). Il existe 
également trois motifs d’internalisation, qui permettent le recyclage des récepteurs 
inactivés, ainsi que des sites de transphosphorylation, d’activation protéolytique et de 
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dégradation. En fait, la queue C-terminale possède une fonction régulatrice, puisqu’elle 
peut s’auto-inhiber et empêcher EGFR de phosphoryler ses substrats (figure 13, panneau 
de gauche).  
 
Figure 13. Structure et activation du 
récepteur EGFR. Le domaine 
extracellulaire, qui permet la liaison du 
ligand, est suivi du domaine 
transmembranaire et du domaine 
intracellulaire, qui possède des sites de 
phosphorylation ainsi qu’une activité 
tyrosine kinase. Suite à la liaison d’un 
ligand sur le domaine extracellulaire, le 
récepteur se dimérise et enclenche la 
phosphorylation des résidus tyrosines, 
qui permet différentes cascades 
cellulaires. (Image tirée de Zhang X. Cell. 
2006) 
Dans les voies aériennes, on retrouve les récepteurs EGFR (erbB1), erbB2 et 
erbB3 (137). Leurs ligands connus sont le EGF, le TGFα, le HB-EGF, l’amphiréguline, 
la bêtacelluline, l’épiréguline, l’épigène et l’héréguline, qui sont synthétisés par les 
cellules épithéliales, les fibroblastes, les éosinophiles, les neutrophiles, les macrophages 
et les mastocytes (84, 134, 137, 124, 156). Lors d’une activation par un ligand, le 
récepteur doit se dimériser (les homo- ou les hétérodimères sont possibles) entraînant la 
phosphorylation de certains sites des domaines cytoplasmiques par leur activité kinasique 
intrinsèque (figure 13, panneau de droite). Il a aussi été suggéré que l’activation du 
EGFR pouvait se faire de façon indirecte, soit via la détection de différents pathogènes 
par les récepteurs TLR et GPCR (137; voir section 2.2.3.1). L’activation de l’EGFR 
amène la transduction du signal via les voies de signalisation Ras-MAPK et PI3K-Akt, 
impliqués dans la régulation des processus de migration et de prolifération cellulaire 
(147). En effet, il semblerait qu’EGFR serait capable de stimuler la réparation épithéliale 
au niveau des alvéoles et des voies aériennes (83, 137, 140). On aurait également observé 
une augmentation de l’expression de l’EGFR au niveau des régions lésées (134, 137, 
155).  
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Les ligands du récepteur EGFR n’induisent pas tous le même effet sur les cellules 
en réparation. En effet, l’EGF et le TGFα activeraient la voie MAPK et stimulerait la 
réparation alvéolaire induite par l’IL-1β (140). L’EGF semblerait capable de bloquer la 
différenciation des cellules ciliées et d’induire celle des cellules muco-sécrétrices. 
Ensuite, il existe une transactivation entre les récepteurs respectifs de l’EGF et du PDGF, 
qui entraînerait une augmentation de la prolifération et de la différenciation des cellules 
respiratoires (83). Cependant, le PDGF semble aussi avoir des fonctions fibrotiques, 
puisqu’il est capable de stimuler le recrutement et la prolifération des fibroblastes ainsi 
que de stimuler la production de muscles lisses et de collagène. Ensuite, le KGF, sécrété 
par les fibroblastes, semblerait aussi passer par la voie EGFR et induirait la migration, la 
prolifération et même la différenciation cellulaire (83, 84, 134, 138, 140).  
Le récepteur du TGFβ activé est un hétérodimère formé d’un récepteur de type I 
de 55 kDa et d’un autre de type II de 70 kDa possédant une activité sérine/thréonine 
kinase (134). Il semblerait que les lésions seraient l’évènement qui activerait la forme 
latente du TGFβ1, qui est sécrété par les cellules épithéliales et les fibroblastes (139, 
143). Le TGFβ1 stimulerait la migration cellulaire en activant la voie MAPK afin de 
produire de la fibronectine contenue dans la matrice extracellulaire (84, 134, 143). 
Cependant, le TGFβ1 inhibe la prolifération cellulaire en stimulant les inhibiteurs de 
kinases cycline-dépendantes et en diminuant c-myc, qui est important pour la progression 
de la phase G1 en phase S du cycle cellulaire (84, 134).  Le TGFβ1 semble aussi 
impliqué dans la modulation de la réponse inflammatoire. En effet, il pourrait réguler à la 
baisse le facteur NFκB et la production d’IL-8, des éléments clés de l’inflammation (voir 
section 2.2.2).  
Le HGF, sécrété par les cellules mésenchymateuses, est le seul ligand connu pour 
son récepteur c-met. Le HGF semble avoir des propriétés mitogéniques, puisqu’il stimule 
la prolifération des cellules ATII (83, 84, 140). Il semble également impliqué dans la 
différenciation des cellules ciliées et des cellules ayant une fonction sécrétrice de Cl-. 
Ensemble, l’insuline et le HGF stimulent la production de matrice extracellulaire pour 
faciliter la migration des cellules (83). La synthèse de HGF est augmentée par le FGF-2, 
qui permet également la stimulation de la prolifération des cellules épithéliales et des 
fibroblastes (84). Le HGF stimule aussi la synthèse et la sécrétion du facteur de 
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croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF; vascular endothelial growth factor), qui 
est important pour le processus d’angiogenèse lors de la réépithélisation (84). 
D’autres molécules sont aussi capables de stimuler la réparation épithéliale, telles 
que la MCP-1 qui lie le récepteur CCR2B et le TFF2, qui active la PKC et la voie 
ERK1/2. Les défensines, qui possèdent un rôle dans l’élimination des pathogènes 
emprisonnés dans le mucus, semblent également capables d’activer la voie MAPK-
ERK1/2 pour stimuler les processus de migration et de prolifération ainsi que la 
différenciation des cellules muco-sécrétrices. Certaines cytokines sont aussi impliquées 
dans la réépithélisation, telles que l’IL-8 qui stimule les MMP ainsi que l’IL-13 qui 
stimule la production de facteurs de croissance et qui possède des propriétés mito- et 
motogéniques (83). Le TNF peut aussi induire une augmentation de la migration des 
cellules épithéliales (143). Bref, il existe une multitude de facteurs qui interviennent dans 
les processus de réparation épithéliale, ce qui rend plus ardue l’étude des mécanismes de 
régulation du phénomène.  
 
2.2.3.5) Conditions pathologiques et remodelage épithélial
Dans plusieurs pathologies, telles que la fibrose kystique (FK), l’asthme et le 
syndrome de bronchiolite oblitérante, on peut observer des changements histologiques 
des tissus pulmonaires. Ces changements peuvent être de différents types en fonction de 
la pathologie et le remodelage épithélial au niveau de voies aériennes peut être 
caractérisé, dépendamment du type de pathologie, par des lésions ou la perte de la surface 
épithéliale, de l’hyperplasie des myofibroblastes, de la métaplasie des cellules 
caliciformes, de l’hyperplasie et l’hypertrophie des myocytes, de l’accumulation du dépôt 
de collagène et/ou d’une augmentation de la vascularisation et des muscles lisses (134, 
141, 143). Au niveau des voies aériennes supérieures des patients asthmatiques, on peut 
observer de l’hyperplasie des cellules épithéliales, de l’accumulation de protéines 
plasmiques ainsi que de l’augmentation du dépôt et de dégradation de la matrice (133). 
Le phénomène de remodelage est un processus dynamique de production et de 
dégradation de matrice, qui fait suite à des lésions épithéliales dans un environnement 
inflammatoire chronique (132, 133). Il semblerait que les foyers fibroblastiques/ 
myofibroblastiques soient le site actif de remodelage. Les cycles répétés de lésions et 
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réparation semblent conduire les myofibroblastes à produire une matrice extracellulaire 
qui résulte en une fibrose sous-épithéliale (132, 134). 
  Il a été suggéré que le processus de remodelage est causé par un débalancement 
des facteurs de croissance qui favoriserait le développement de la fibrose au détriment de 
la réparation épithéliale (134). Il a également été démontré que le remodelage dans la 
pathologie de la FK pouvait être causé par une dérégulation de l’expression et la sécrétion 
des MMP et des cytokines, qui sont sécrétées par les fibroblastes, les cellules 
inflammatoires et les cellules épithéliales activées, ce qui entraînerait une 
hyperprolifération cellulaire et une réponse inflammatoire soutenue (82, 133). En effet, il 
a été suggéré que la réparation d’une lésion lors d’une réponse inflammatoire chronique 
pouvait altérer la composition de l’épithélium en réparation. On a pu alors observer que 
lors du processus de remodelage, le nombre de cellules caliciformes était augmenté, 
entraînant ainsi une surproduction de mucus et une obstruction des voies aériennes, 
amplifiant encore le phénomène d’inflammation (141). Il semble également que les 
eicosanoïdes soient impliqués dans le processus de remodelage épithélial. En effet, il a 
été démontré que les cystéinyl-leucotriènes induisent la sécrétion de mucus, l’hyperplasie 
des glandes muqueuses et des muscles lisses ainsi que le dépôt de collagène et de fibrose. 
D’autre part, on a démontré que la prostaglandine PGE2 peut inhiber la prolifération 
cellulaire et la synthèse de collagène (133). Les conséquences du processus de 
remodelage sont évidemment des dommages à l’architecture des voies aériennes et des 
alvéoles, qui se résulte à la diminution de la fonction respiratoire.  
 
2.3) Le transport des ions et des fluides 
Le transport des ions et des fluides veille au bon fonctionnement du système 
respiratoire et est essentiel à l’homéostasie des fluides recouvrant l’épithélium des voies 
aériennes et des alvéoles (20). En effet, comme mentionné à la section 2.2.1, le volume et 
la composition de l’ASL sont des éléments importants pour une clairance mucociliaire 
efficace. Plusieurs canaux et pompes sont impliqués dans le transport transépithélial des 
ions et des fluides du développement fœtal puis tout le long de la vie adulte.   
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Durant la vie fœtale, la production de liquide par l’épithélium pulmonaire, 
favorisée par la sécrétion de Cl-, est importante pour le développement et la maturation 
des tissus pulmonaires (2; figure 14). Cependant, au moment de la naissance, les 
poumons du nouveau-né doivent rapidement pouvoir éliminer le liquide pour permettre 
l’échange gazeux. L’épithélium alvéolaire devient alors un épithélium de réabsorption. 
L’élimination du liquide contenu dans les poumons afin de permettre la respiration du 
nouveau-né dépend majoritairement de la réabsorption de Na+ par le canal ENaC (7, 23, 
31, 36; figure 15). En effet, une étude a démontré que des souris transgéniques 
déficientes pour le gène de la sous-unité α d’ENaC ne survivaient pas à la naissance 
puisqu’elles étaient incapables d’éliminer le liquide de leurs poumons. Cette étude 
démontre bien que le canal ENaC est indispensable à l’adaptation des poumons du 
nouveau-né pour la respiration (9). Comme représenté sur le schéma à la figure 15, le 
canal ENaC fait entrer du Na+ à la membrane apicale, qui sort ensuite du côté basolatéral 
via la pompe Na+K+ATPase (voir section 2.3.2). La pompe fait également entrer des ions 
K+, qui sont recyclés par les canaux K+ à la membrane basolatérale (22, 36; voir section 
2.3.5). Des expériences ont montré que l’inhibition de la pompe Na+K+ATPase par la 
ouabaine diminue le transport de Na+ ainsi que l’absorption de fluide (36). Le transport 
transépithélial du Na+ s’accompagne d’une réabsorption de fluide, qui permet d’éliminer 












Figure 14. Sécrétion de Cl- durant le développement. Représentation de la sécrétion de 




























Figure 15. Transport transépithélial alvéolaire. Modèle schématique du transport 
ionique dans les cellules alvéolaires de type I (ATI) et de type II (ATII). Les ions Na+ 
entrent passivement par les canaux Na+ apicaux et sont expulsés à la membrane 
basolatérale par la pompe Na+/K+-ATPase, ce qui occasionne parallèlement une entrée 
d’eau.  
 
Au niveau alvéolaire, le transport ionique via le canal CFTR se fait dans le même 
sens que celui du canal ENaC. En fait, la réabsorption des fluides se fait dans le but de 
maintenir une mince couche de liquide qui recouvre l’épithélium alvéolaire afin de 
permettre le phénomène de l’échange gazeux (2, 15, 19, 20, 24; figure 15). 
Au niveau des voies aériennes, les canaux CFTR et ENaC se montrent 
indispensables à la régulation de l’ASL qui recouvre l’épithélium. En effet, le canal 














Figure 16. Transport transépithélial des voies aériennes. Représentation du transport 
ionique d’une cellule épithéliale des voies aériennes. Les canaux ENaC et CFTR au 
niveau de la membrane apicale permettent la régulation du volume du liquide de surface 
des voies aériennes (ASL). 
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voies aériennes qui permet l’hydratation de l’ASL. Ce phénomène est contre-balancé par 
l’activité du canal ENaC, qui permet l’absorption du liquide en parallèle (voir section 
2.3.2; figure 16). Le travail collectif de ces canaux permet la régulation du volume du 
PCL et l’hydratation de la couche de mucus, ce qui assure les conditions nécessaires à 
une bonne clairance mucociliaire (23, 29, 53, 65).  
Dans l’épithélium respiratoire, on peut retrouver différents canaux ioniques et 
pompes qui sont impliqués dans le transport transépithélial. Il existe différents canaux 
Na+, tels que les canaux hautement sélectifs aux cations (HSC; highly selective cation 
channel) comme ENaC qui sont sensibles à l’amiloride, les canaux non-sélectifs aux 
cations (NSC; non-selective cation channel) qui le sont un peu moins et les canaux 
dépendants des nucléotides cycliques (CNG; cyclic nucleotide-gated channel) qui sont 
insensibles à l’amiloride (2). Il existe également différents canaux Cl- comme les canaux 
Cl- à rectification sortante (ORCC, outwardly rectified chloride channel), les canaux Cl- 
(CLC; chloride channel) et les canaux Cl- dépendants du calcium (CaCC; calcium-
activated chloride channel). Pour les besoins de mon étude, j’ai mis l’emphase sur les 
canaux et pompes les plus importants comme le canal CFTR (voir section 2.3.1), le canal 
ENaC (voir section 2.3.2), la pompe Na+K+ATPase (voir section 2.3.3), les aquaporines 
(voir section 2.3.4) ainsi que les canaux K+ (voir section 2.3.5). Comme nous le verrons, 
une dysfonction du transport des ions et des fluides peut mener à différentes pathologies 
pulmonaires, telles que le SRDA (voir section 2.3.2.4) et la FK (voir section 3). 
 
2.3.1) Le canal CFTR 
2.3.1.1) Clonage et structure du canal CFTR 
Le CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) a été identifié par clonage 
positionnel en 1989. Le gène codant pour CFTR est situé sur le chromosome 7 et 
constitué de 27 exons. La protéine CFTR est constituée de 1 480 acides aminés (29, 44, 
58). Le canal CFTR fait partie de la famille des transporteurs ABC (ATP binding 
cassette), connus pour utiliser l’énergie résultante de l’hydrolyse de l’ATP pour 
transporter activement des molécules de part et de d’autre de la membrane (29, 38, 40, 
41, 43, 47, 49, 58). On a pensé au départ que la protéine CFTR était un régulateur qui 
contrôlait le courant Cl- activé par l’AMPc via des interactions protéine-protéines dans 
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les cellules épithéliales. Ce n’est que suite à de nombreuses expériences d’expression 
dans des systèmes hétérologues et de mutagenèse dirigée, conduites par différentes 
équipes et étalées sur plusieurs années, qu’on a eu la confirmation que le CFTR était le 
canal responsable du courant Cl- dépendant de l’AMPc, qui est dysfonctionnel dans la 
pathologie de la fibrose kystique (FK) (39, 85-88).  
Sa structure se compose de deux domaines transmembranaires (MSD, membrane-
spanning domain), deux domaines de liaison des nucléotides (NBD, nucleotide binding 
domain) et d’un domaine régulateur (domaine R). L’arrangement des domaines est, dans 
l’ordre, MSD1 - NBD1 - domaine R - NBD2 - MSD2 (figure 17). Les extrémités N-
terminale et C-terminale de la protéine sont intracytoplasmiques. Il existe également des 











Figure 17. Structure du canal CFTR. Le canal CFTR est composé de deux domaines 
transmembranaires (MSD, membrane-spanning domain), deux domaines de liaison aux 
nucléotides (NBD, nucleotide binding domain) et d’un domaine régulateur (domaine R).  
 
2.3.1.1.1) Domaines transmembranaires (MSD) 
Chacun des MSD sont composés de six hélices amphipathiques 
transmembranaires (38-40, 43, 49). Plusieurs équipes ont cherché à définir l’implication 
de ces différents segments transmembranaires (TM) dans la structure du pore. Les 
équipes semblent d’accord sur l’asymétrie du pore (petit vestibule extracellulaire et large 
vestibule intracellulaire; figure 18), mais les avis sont partagés sur le rôle des TM. Les 
expériences de mutagenèse dirigée des différents groupes révèlent l’implication des TM1, 
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TM5, TM6, TM11 et TM12 dans la formation du pore. Cependant, certaines publications 
contestent l’importance de certains segments, tels que le TM1 et TM5 (39, 40, 42, 47). Le 
diamètre de la section la plus étroite du pore est ~5,3 – 6 Å, ce qui implique le passage 
d’anions, tel que le Cl-. Le large vestibule intracellulaire peut accueillir de gros anions et 
constitue les sites de liaison de composés pharmacologiques, tels que le glibenclamide et 
le DPC (42; figure 18). Il a été suggéré que la sélectivité du canal CFTR (SCN- > NO3- > 
Br- > Cl- > I- > acétate > gluconate) dépend de la structure intégrale du pore. Il semblerait 
que les résidus positifs des TM1 et TM6, tels que K95 et R334, joueraient un rôle 
essentiel dans la perméabilité des anions (39, 40, 42). 
Figure 18. Structure du pore du canal 
CFTR. Représentation schématique de la 
structure du vestibule intracellulaire et 
extracellulaire du canal CFTR. (Images tirées 
de Mc Carty NA J. Exp Biol. 2000 et Linsdell J Biol 
Chem. 2005) 
 
2.3.1.1.2) Domaines de liaison de l’ATP (NBD) 
Les NBD sont des domaines hydrophiles composés de motifs cruciaux pour 
l’interaction et l’hydrolyse des nucléotides (49). La dimérisation des NBD en un 
complexe de tête-à-queue est stabilisée par des ponts hydrogènes entre le motif Walker 
d’un NBD et la séquence signature de l’autre NBD (41). Les extrémités de chacun des 
deux NBD participeraient alors à la formation de ces deux sites (figure 19). Il semblerait 
qu’à l’interface de liaison de l’ATP, il y aurait un site stable, formé par le motif Walker 
du NBD1 et de la séquence LSHGH du NBD2, ainsi qu’un site hydrolytique, formé par la 
séquence LSGGQ du NBD1 et du motif Walker du NBD2 (75).  
Figure 19. Structure du dimère de 
NBD. Modèle de la structure tête-à-
queue des NBD pour former le site de 
liaison et d’hydrolyse d’ATP. (Schémas 




Plusieurs modèles avaient été proposés pour le mécanisme d’ouverture et 
fermeture du canal CFTR. La plupart des auteurs s’entendent maintenant pour un modèle 
dit hydrolytique/non-hydrolytique faisant intervenir les sites de liaison de l’ATP stables 
et instables. Cependant, l’importance de ces sites et la séquence des évènements (liaison 
de l’ATP, hydrolyse, ouverture  et fermeture du canal) proposées variait en fonction des 
auteurs. Un premier modèle proposait que le NBD1, liant de façon stable l’ATP, jouait un 
rôle d’interrupteur en activant le canal via une hydrolyse minime d’ATP. Cependant, la 
majeure partie de la réaction hydrolytique se ferait par le NBD2, permettant la vraie 
régulation du mécanisme d’ouverture et fermeture du canal (39). Un deuxième modèle 
suggérait plutôt que l’interaction entre l’ATP et le NBD1 était suffisante pour l’ouverture 
du canal (74). Malgré les études en cours, le mécanisme d’ouverture et de fermeture du 
canal demeure encore un phénomène controversé, il semble toutefois de plus en plus 
évident que le canal ne dépend pas seulement de l’hydrolyse, mais plutôt de la liaison de 
l’ATP, ce qui en fait un canal ligand-dépendant (ligand gated channel).  
 
2.3.1.1.3) Domaine régulateur (domaine R) 
Le domaine R comporte une grande proportion de résidus polaires. En fait, des 
amas d’acides aminés chargés positivement alternent avec ceux chargés négativement 
(58). Le domaine R possède plusieurs sites consensus de phosphorylation par les kinases 
PKA et PKC. Plusieurs études ont conféré le rôle de régulateur au domaine R. En effet, il 
semblerait que le mécanisme d’ouverture et de fermeture du canal CFTR dépend de 
l’interaction et/ou l’hydrolyse de l’ATP au niveau des NBD, mais aussi de la 
phosphorylation des résidus Ser du domaine R (39, 42, 45, 47). Lorsque quelques sites 
sont phosphorylés, on peut observer une activité modérée du canal, mais celle-ci peut 
augmenter à mesure que les résidus phosphorylés deviennent de plus en plus nombreux 
(94). Un équilibre de l’activité des protéines kinases et phosphatases capables de réguler 
l’état de phosphorylation du domaine R permet de moduler l’activité du canal CFTR (39, 





2.3.1.2) Mécanismes d’ouverture et de fermeture du canal CFTR 
La régulation du mécanisme d’ouverture et de fermeture du canal CFTR est très 
complexe. Il a été suggéré que lorsque le canal est inactif, le domaine R interagit 
fortement avec les NBD empêchant leur interaction. Suite à la phosphorylation du 
domaine R, les interactions entre les NBD et le domaine R seraient réduites permettant la 
dimérisation en complexe de tête-à-queue des NBD. Ce phénomène est suivi par la 
liaison et l’hydrolyse d’ATP, qui mène à l’ouverture du canal. Il a été suggéré que 
l’interaction des NBD et de l’ATP serait stabilisée par l’extrémité N-terminale du CFTR 
(94), qui interagirait également avec le domaine R phosphorylé dans le but, pense-t-on, 
de stabiliser l’état ouvert du canal (94; figure 20). En effet, il a été démontré qu’en 
présence de protéine kinase et d’ATP, la mutation des sites de phosphorylation du 
domaine R ne perturbait pas l’activité du canal CFTR (58). Cependant, la probabilité 
d’ouverture du canal était réduite et l’état ouvert du canal ne pouvait pas être stabilisé 
(94). Ensuite, la formation du complexe dimérique des NBD en interaction avec les 
nucléotides entraîne des changements de conformation des NBD couplés à ceux des 
Figure 20. Mécanisme d’ouverture et de fermeture du canal CFTR. Modèle 
d’interaction du domaine R avec les NBD et l’extrémité N-terminale dans le mécanisme 
d’ouverture du canal CFTR. Lorsque le canal est fermé, le domaine R interagit 
fortement avec les NBD. L’ouverture du canal se fait suite à la dimérisation des NBD 
dont les interactions avec le domaine R phosphorylé sont réduites. L’extrémité N-
terminale permettrait de stabiliser l’état ouvert du canal. (Schéma tiré de Baker et al. Nat 
Struct Mol Biol. 2007)  
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MSD, qui permettent ainsi l’ouverture du canal (45). De plus, il a été suggéré également 
que l’extrémité C-terminale serait impliquée dans le mécanisme d’ouverture et de 
fermeture du canal via l’interaction avec d’autres protéines, telles que la protéine PP2A, 
l’AMPK et des protéines contenant un domaine PDZ comme le NHERF1, -2, -3, -4  ainsi 
que le CAL (76). Enfin, on a démontré par des expériences de mutagenèse que 
l’interaction des NBD avec les boucles intracellulaires était importante dans l’activité du 
canal CFTR (47).  
 
2.3.1.3) Mécanismes de régulation du canal CFTR 
Le canal CFTR se discerne des autres membres de la famille des transporteurs 
ABC. D’abord, il possède un domaine régulateur, ensuite il ne dépend pas seulement de 
l’énergie de l’hydrolyse d’ATP pour fonctionner. En effet, la plupart des transporteurs de 
la famille ABC sont des ATPases, qui utilisent l’énergie résultante de la réaction 
d’hydrolyse de l’ATP réalisée par leurs NBD. Le CFTR se distingue donc, puisqu’il est 
bien un canal et non pas un transporteur. Des études récentes in vitro ont démontré que le 
domaine NBD2 du CFTR possédait bien une fonction ATPase, mais également une 
fonction d’adénylate kinase, qui permettrait au CFTR de ne pas consommer trop d’ATP. 
Cette enzyme catalyse l’interconversion de désoxyribonucléotide monophosphate (AMP) 
avec de l’ATP en deux molécules d’ADP et inversement : AMP + ATP ⇔ ADP + ADP. 
Cette réaction favorise la production rapide d’ATP en cas d’excès d’AMP et d’ADP ou 
en cas de besoin d’énergie intense. La concentration intracellulaire d’AMP permettrait au 
CFTR de favoriser in vivo la réaction catalysée par l’adénylate kinase à l’interface des 
NBD (91).  
Le canal CFTR possède une signature électrophysiologique unique. Sa 
conductance unitaire est faible et se situe entre 6 - 10 pS (39, 40). Le canal n’est pas 
voltage dépendant et sa courbe courant-voltage (I/V) est linéaire en condition symétrique 
de concentration d’ions Cl- (39). Le canal CFTR est capable d’interagir avec plusieurs 
protéines qui peuvent réguler son expression membranaire, son activité et sa stabilité. 
La régulation du canal CFTR peut se faire au niveau de l’adressage de la protéine 
à la membrane. En effet, il a été suggéré que la protéine SYN8, qui interagit avec 
l’extrémité N-terminale du canal, inhibe le processus d’exocytose et cause alors une 
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réduction du nombre de canaux à la membrane. Il semble que la protéine CAL, qui lie 
également l’extrémité N-terminale, serait impliquée dans le recyclage du canal au 
complexe lysosomal afin d’être dégradé. Ensuite, il a été suggéré que l’extrémité C-
terminale serait impliquée dans l’adressage de la protéine à la membrane apicale via 
l’interaction avec d’autres protéines, telles que les protéines à domaines PDZ. Par 
exemple, le complexe ezrin-NHERF1-actine qui se lie à l’extrémité C-terminale est 
essentiel pour une exocytose efficace. Enfin, outre son rôle dans la phosphorylation du 
domaine R, il aurait été montré que la PKA pouvait induire la dimérisation de CFTR, ce 
qui réduirait son recyclage à la membrane (76).  
Il existe différents mécanismes de régulation de l’activité du canal CFTR dont la 
régulation par les nucléotides triphosphates extracellulaires comme l’ATP, qui sont 
nécessaires au mécanisme d’ouverture et de fermeture du canal (29).  Ensuite, il a été 
suggéré que les protéines NHERF1 et NHERF3, qui aident à la dimérisation et à la 
stabilisation du canal, pouvaient stimuler sa conductance unitaire et sa perméabilité (76). 
La régulation de l’activité du CFTR se fait aussi par la PKA responsable de la 
phosphorylation du domaine R. Ce phénomène est facilité par l’interaction du CFTR avec 
la protéine NHERF1 associée à l’ezrin (76; figure 21). L’activation de la PKA peut se 
faire par différents activateurs de la PKA et la PKC (44), mais également par une 
augmentation de la concentration d’AMPc induite par les agonistes β-adrénergiques (13, 
29, 76).  
Figure 21. Phosphorylation du domaine R par PKA. Complexe protéique impliqué 
dans le mécanisme de phosphorylation du domaine R par PKA. (Schéma tiré de Guggino & 
Stanton  Nat Rev Mol Cell Biol. 2006) 
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L’activité du canal CFTR est grandement affectée lorsque l’activité de la PKA est 
bloquée. Ce phénomène peut survenir lors de la diminution d’AMPc occasionnée par 
l’interaction de la protéine LPA2-R avec le CFTR. La phosphorylation du domaine R par 
la PKA est diminuée lorsque NHERF1, phosphorylé par la phopholipase C (PLC), 
n’interagit plus avec le CFTR ou suite à la liaison des protéines SYN1A et SNAP23 sur 
le canal CFTR. Ces protéines se lient au niveau de l’extrémité N-terminale et bloquent de 
façon stérique l’interaction de celle-ci avec le NBD1 et le domaine R, qui est nécessaire à 
la stabilisation de l’état ouvert du canal. Ensuite, l’activité du CFTR peut être inhibée par 
l’AMPK qui est activée suite à une augmentation du ratio AMP/ATP observée durant un 
stress énergétique cellulaire. Ensuite, il semblerait que l’interaction entre le CFTR et la 
protéine PP2A faciliterait la déphosphorylation du domaine R et donc la fermeture du 
canal (76). Donc l’interaction de différentes protéines avec les extrémités C- et N-
terminales du CFTR semble importante dans la modulation de l’état de phosphorylation 
du domaine R, mais aussi dans l’activité du canal. En résumé, les mécanismes de 
régulation du canal sont extrêmement complexes, puisque le canal CFTR interagit avec 
une multitude de protéines impliquées dans différentes voies de signalisation.  
 
2.3.1.4) Localisation du canal CFTR 
Au niveau de l’épithélium respiratoire, des études ont démontré la présence et 
l’activité du canal CFTR le long des voies aériennes et dans les alvéoles (2, 14, 15). On a 
effectivement démontré la présence de l’ARNm de la protéine CFTR dans les bronches, 
les bronchioles (proximales, terminales et respiratoires) ainsi que dans les alvéoles. En 
fait, pendant longtemps on a cru que le canal CFTR n’était pas exprimé dans les cellules 
alvéolaires adultes. Cependant, des études plus récentes, dont celle de Brochiero et al. 
(2004) (109), ont démontré qu’il existait du courant Cl- de type CFTR dans les cellules 
ATI et ATII du rat (2, 3). L’équipe du Dr Matthay a démontré que le canal CFTR était 
également exprimé et actif dans les cellules ATII humaines. La fonction du canal CFTR, 
comme détaillé à la section 2.3, n’est pas la même dans l’épithélium des voies aériennes 
(rôle dans la sécrétion de Cl-) que dans les alvéoles (rôle dans la réabsorption). La 
protéine membranaire CFTR, située au pôle apical des cellules épithéliales, est essentielle 
dans la régulation du volume de l’ASL via le transport ionique (2, 15, 29, 56; figure 16). 
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Son expression se retrouve non seulement au niveau des épithélia de surface, mais aussi 
dans les cellules séreuses des glandes sous-muqueuses (11, 12, 29). On a également 
suggéré qu’en plus du Cl-, le canal CFTR était capable de transporter du HCO3- au 
niveau de l’épithélium glandulaire du cochon. Son rôle est donc important pour la 
sécrétion de liquide afin d’humidifier le mucus sécrété par ces cellules (12, 81).  
 
2.3.1.5) Fonctions du canal CFTR 
Le canal CFTR est important (comme expliqué à la section 2.3) tout au long du 
développement fœtal et la vie adulte. En effet, le transport de Cl- est indispensable au 
développement des tissus pulmonaires durant la gestation (2), à la régulation de l’ASL au 
niveau des voies aériennes  (22, 23, 29, 53, 65) et à la clairance des fluides dans les 
alvéoles (7, 23, 31, 36). Il a aussi été démontré que le canal CFTR, exprimé à la 
membrane d’organelles, telles que les lysosomes et l’appareil de Golgi, pouvait réguler le 
pH. En effet, il y a une entrée de protons (H+) lors du processus d’acidification des 
organelles, important pour plusieurs réactions biochimiques. L’entrée d’ions Cl- permet 
de rétablir la neutralité électrique des organelles lors de l’accumulation luminale de H+ 
(58). La perte de fonction du canal CFTR peut avoir de graves conséquences au niveau de 
différents tissus et organes. Les répercussions de la mutation du canal CFTR dans la 
fibrose kystique seront exposées et détaillés à la section 3.  
Il a été suggéré que CFTR jouait un rôle de régulateur de plusieurs canaux 
ioniques, tels que le canal ENaC, le canal Cl- à rectification sortante ORCC, les 
aquaporines, les canaux K+ et possiblement l’échangeur Cl-/HCO3- (29, 44, 45, 50, 58). 
Cette idée est apparue en grande partie à cause des observations au niveau des différentes 
conductances (Na+, Cl-, H2O, etc.) qui sont altérées dans les cellules fibrose kystique 
(FK) où le canal CFTR est dysfonctionnel ou absent (170). La possibilité que le CFTR 
soit alors le régulateur commun de plusieurs canaux ioniques devenait un concept très 
attrayant. La relation la plus étudiée est celle de l’interaction entre ENaC et CFTR. Il 
avait été suggéré que le CFTR et ENaC interagissaient directement et que le CFTR aurait 
une influence négative puisque l’absence de CFTR dans la FK est accompagnée d’une 
hyperabsorption de Na+ (16, 24, 52, 53, 58). Cependant, il a été démontré que dans 
certains types cellulaires exprimant à la fois les canaux CFTR et ENaC, il ne semblait pas 
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y avoir de régulation négative d’ENaC par CFTR (44). Ensuite, l’activité du canal ORCC 
et des aquaporines (AQP; voir section 2.3.4) semblerait être régulée à la hausse par le 
canal CFTR (16, 29, 44, 50, 58). Enfin, il a été suggéré que le CFTR pourrait réguler les 
canaux K+ (44, 50) et l’échangeur Cl-/HCO3- (16). Cependant, l’idée que le canal CFTR 
pourrait réguler tous ces autres canaux par interaction directe est très controversée. Il 
serait alors plus juste de penser que le changement du gradient électrochimique en lien 
avec des changements de fonctions du canal CFTR pourrait réguler l’activité de certains 
canaux.  
 En résumé, le canal CFTR, qui est indispensable à certains phénomènes 
biochimiques, au maintien de l’hydratation de l’ASL au niveau de l’épithélium des voies 
aériennes et à la clairance alvéolaire, est essentiel au maintien du transport ionique. La 
pathologie de la FK, dans laquelle le canal CFTR est absent ou non-fonctionnel, confirme 
l’importance du transport ionique médié par celui-ci dans plusieurs tissus et organes (voir 
section 3).  
 
2.3.2) Le canal ENaC  
2.3.2.1) Structure du canal ENaC 
  Le canal ENaC (epithelial Na+ channel), cloné pour la première fois en 1994, est 
sensible à l’amiloride (77).  Le canal ENaC est constitué des sous-unités α, β, γ dans un 
ratio de 2 :1 :1 respectivement pour former un tétramère (figure 22). La présence de 
toutes les sous-unités est indispensable à la fonction maximale du canal (6-8, 10, 19, 36). 
Des expériences ont démontré que l’expression génique des sous-unités du canal ENaC 
variait le long du système respiratoire. En fait, l’ARNm des sous-unités a été détecté à la 





Figure 22. Structure du canal ENaC. 
Le canal est constitué des sous-unités 
α, β, γ dans un ratio de 2 :1 :1 
respectivement pour former un 
tétramère. (Schéma inspiré du modèle de 
Firsov D et al. 1998)   
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alvéolaires (5, 6, 36). L’expression des sous-unités varie également pendant le 
développement des poumons. En effet, durant le développement embryonnaire 
l’expression de la sous-unité β augmente progressivement alors que l’expression de la 
sous-unité α augmente abruptement au moment de la naissance (7).  
 
2.3.2.2) Régulation du canal ENaC 
La régulation de l’activité et de l’expression du canal ENaC est très complexe. 
Les glucocorticoïdes et l’hormone de la thyroïde ont été reconnus pour moduler 
l’expression génique du canal ENaC, de la pompe Na+K+ATPase de même que la 
clairance des fluides dans les poumons chez des animaux adultes (24). Il a également été 
démontré chez le rat que des agonistes des récepteurs β-adrénergiques pouvaient 
augmenter la clairance des fluides lors du phénomène d’œdème pulmonaire via le 
transport de Na+ épithélial alvéolaire. L’expression membranaire d’ENaC dépend aussi 
fortement du contrôle de sa dégradation et son adressage à la membrane via un système 
d’ubiquitination. L’activité du canal ENaC peut également être régulée par la protéine 
CAP (CFTR associated protein), par l’AMPc qui augmente la probabilité d’ouverture ou 
le nombre de canaux à la membrane, par l’ATP qui interagit avec les récepteurs P2Y2 et 
par des protéases qui modulent la concentration extracellulaire de Na+ (19). 
 
2.3.2.3) Fonctions du canal ENaC  
Les fonctions du canal ENaC varient tout au long du développement fœtal jusqu’à 
la vie adulte. Le rôle du canal ENaC dans la clairance des fluides au niveau alvéolaire, 
dès la naissance, est d’éliminer l’accumulation de liquide dans les alvéoles, ce qui permet 
l’échange gazeux. Suite à des lésions à la barrière épithéliale-endothéliale lors de 
pathologies, telle que le SRDA, des œdèmes pulmonaires peuvent survenir. Chez certains 
patients, les oedèmes peuvent être résorbés rapidement grâce à l’activité du canal ENaC 
et l’épithélium peut être réparé afin de rétablir la fonction respiratoire (figure 23). 
Cependant, lorsque l’atteinte est plus sévère, même la stimulation de l’activité d’ENaC 
n’est pas suffisante. Alors lorsque l’œdème persiste, il y a une destruction considérable 
des tissus, une infiltration de cellules immunes causant une réponse inflammatoire ainsi 
que le développement d’une fibrose ce qui mène à une perte progressive de la fonction 
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respiratoire. Pour l’instant, la combinaison de traitements, tels que la ventilation, les 
vasodilatateurs et les traitements anti-inflammatoires, vise à améliorer l’état des patients 
en ciblant différents aspects de la pathologie (32). Cependant, il y a des études en cours, 
qui sont consacrées à trouver des stratégies afin d’augmenter la clairance des fluides et de 
promouvoir la réparation de l’épithélium alvéolaire pour rétablir la fonction pulmonaire 
(19, 36).  
Figure 23. Modèle de résorption d’œdème pulmonaire par ENaC. L’œdème 
pulmonaire peut être résorbé grâce à l’activité du canal ENaC. L’épithélium alvéolaire 
peut ensuite être réparé via la prolifération et la différenciation des cellules alvéolaires de 
type II (ATII) afin de rétablir la fonction respiratoire. (Schéma tiré de Ware & Matthay New 
England J Med. 2000) 
En bref, un contrôle fin et adéquat du canal ENaC est indispensable au bon 
fonctionnement du transport ionique, qui contrôle d’autres phénomènes vitaux, tels que la 
survie du nouveau-né par l’adaptation des poumons au moment de la naissance, le 
rétablissement de la fonction respiratoire par la clairance des fluides lors d’œdèmes 
pulmonaires par l’épithélium alvéolaire ainsi qu’une clairance mucociliaire efficace par 




2.3.3) La pompe Na+K+ATPase 
 La pompe Na+K+ATPase est une protéine généralement située à la membrane 
basolatérale des cellules et est composée de deux sous-unités : α et β. La sous-unité α 
possède l’activité catalytique. En effet, elle permet l’entrée de K+ et la sortie de Na+ suite 
à  l’hydrolyse de l’ATP, utilisé comme source d’énergie. La sous-unité β, hautement 
glycosylée, semble avoir un rôle de régulateur (19, 24, 36). L’activité de la pompe 
Na+K+ATPase peut être régulée par un changement de concentration de Na+ 
intracellulaire tandis que sa sous-unité β semble pouvoir être régulée par les 
corticostéroïdes (36). Il existe également une modulation de l’adressage de la pompe 
Na+K+ATPase à la membrane cellulaire (19). La pompe Na+K+ATPase crée un gradient 
électrochimique favorable pour l’activité du canal ENaC de la membrane apicale, ce qui 
occasionne une absorption de fluide (22, 36).  
 
2.3.4) Les aquaporines 
 Pendant longtemps, on a pensé que l’eau traversait de façon passive à travers la 
barrière épithéliale. Le Dr Peter Agre a découvert en 1991, l’existence d’une protéine 
perméable à l’eau et à d’autres petites molécules à la surface des globules rouges. Les 
aquaporines (AQP), formées de six segments transmembranaires et de 2 boucles avec le 
motif NPA (Asp-Pro-Ala), sont assemblées en tétramères. Un des monomères est 
glycosylé et chacun d’entre eux possède un pore de petite taille et de composition en 
acides aminés spécifique, ce qui leur confère leur sélectivité pour l’eau. En effet, des 
résidus chargés positivement du pore repoussent les cations (Na+, K+, etc.) alors que des 
résidus Asp réorientent les molécules d’eau en empêchant la formation de ponts 
hydrogènes et donc l’entrée de protons (H+). Quatre types d’aquaporines sont exprimés 
dans le poumon : AQP1 dans l’endothélium microvasculaire et dans les cellules 
alvéolaires, AQP3 dans les cellules basales du nasopharynx, de la trachée, les voies 
aériennes et les cellules ATII, AQP4 au niveau de la membrane basolatérale de 
l’épithélium des voies aériennes et AQP5 au niveau de la membrane apicale des cellules 
ATI (19, 24, 36). Toutefois, des expériences ont montré que l’absence de l’expression des 
AQP affectait peu ou pas la perméabilité à l’eau de l’épithélium et les processus de 
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clairance des fluides (19, 24). Leur rôle précis et leur mode de régulation demeurent 
encore mal connus pour l’instant. 
 
2.3.5) Les canaux K+ 
2.3.5.1) Classes de canaux K+
Le premier canal K+ a avoir été cloné est le shaker de la drosophile en 1987 (95). 
Depuis, plus de 100 canaux K+ différents ont été détectés, identifiés et regroupés en 3 
classes en accord avec leur nombre prédit de segments transmembranaires (STM; figure 
24). La première classe à 6 STM regroupe les canaux dépendants du voltage (Kv) et 
activés par le calcium (KCa). La seconde comprend les canaux à 4 STM et 2 pores, alors 
que les canaux à 2 STM et à rectification entrante (Kir) composent la troisième classe. On 
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Figure 24. Diversité moléculaire des canaux K+ de l’épithélium respiratoire. Les 
canaux sont regroupés en trois principales classes. La première classe à 6 segments 
transmembranaires (STM) regroupe les canaux dépendants du voltage (Kv) et activés par 
le calcium (KCa) [en orange]. La seconde classe comprend les canaux à 4 STM et 2 
pores (en vert) et la troisième classe se compose des canaux à 2 STM et à rectification 
entrante (Kir) [en bleu]. 
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auxquels s’ajoutent les différentes sous-unités α, qui forment les pores et les sous-unités 
β régulatrices (figure 25). Cette grande diversité moléculaire des canaux K+ rend leur 
étude fonctionnelle ardue.  
 
2.3.5.1.1) Canaux K+ Kv et KCa 
Parmi les canaux Kv à 6 STM, seul le canal KvLQT1 a été clairement caractérisé 
à l’échelle génique, protéique et fonctionnelle dans le poumon (figure 25). Il est exprimé 
tout le long des voies aériennes (96-99), ainsi que dans les cellules alvéolaires (100). Ce 
canal serait associé à des sous-unités β MiRP (98) exprimées dans le poumon. Ce canal 
de petite conductance (<3pS), activé par l’AMPc, participe pour une large part au courant 
K+ basolatéral mesuré en chambre de Ussing, mais il pourrait également être exprimé à la 
membrane apicale (101).  
On retrouve plusieurs autres canaux Kv, dont Kv1.1, 1.3, 1.4, 1.5, 1.7, 4.1, 4.2, 
4.3, 6.1, 7.2, 7.3, 7.4, 7.5 et 9.3, ainsi que les sous-unités régulatrices Kvβ1 et 2, KchIP-2 
et -3, pour la plupart localisés au niveau de la membrane apicale et possiblement 
impliqués dans la sécrétion de K+ (101-103; figure 25). Du point de vue fonctionnel, 
deux types de courants Kv ont été détectés dans les cellules ATII. Le plus fréquent de 
type-n, à 12 pS, sensible à la 4-aminopyridine, est activé par des potentiels de -40 à -20 
mV. Le second de type-l, activé par des potentiels plus élevés (-20 à -10 mV), est 
probablement peu actif au potentiel de repos des cellules épithéliales (-40mV) (104).  
Deux canaux KCa fonctionnels, soit KCa3.1 et BKCa, ont été mis en évidence au 
niveau du poumon (figure 25). Le canal KCa3.1, à conductance intermédiaire, activé par 
les composés de type 1-EBIO, est présent depuis les cellules épithéliales nasales 
jusqu’aux alvéoles (98-100, 105-109). Des courants BKCa, de large conductance, ont été 
également détectés dans les cellules A549 (110) et nasales, saines ou fibrose kystique 
(111).  
 
2.3.5.1.2) Canaux K+ à 4 STM et 2 pores 
Plusieurs canaux à 4 STM et 2 pores, comme Twik1, -2, Trek1, -2, Task2, -3, -4, 
Thik1 et KCNK7 ont été détectés dans la lignée adénocarcinome pulmonaire humain 
H441 souvent utilisée comme modèle d’épithélium de réabsorption (115). La localisation  
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Figure 25. Tableau descriptif des canaux K+ de l’épithélium respiratoire. Le tableau 
regroupe les trois principales classes des canaux K+ de l’épithélium pulmonaire. Le gène 
et le locus des canaux ainsi que leur expression tissulaire sont indiqués. Les canaux K+ ont 
été mis en évidence par différentes techniques: A niveau génique P: protéique F: 
fonctionnel. Les approches expérimentales employées sont également précisés : (a) : PCR; 
(b) : hybridation in situ; (c) : northerblot; (d) : immunoblot; (e) : immunohistochimie; (f) : 
immunofluorescence; (g) : patch-clamp; (h) : ussing. (figure adaptée du manuscrit Bardou O et 
al. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2009)  
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cellulaire des canaux à 4 STM et 2 pores a été également étudiée dans les cellules sous-
muqueuses des voies aériennes humaines Calu3. Il semble que les canaux Twik1, -2 et 
Trek1 se retrouveraient au niveau de la membrane (Twik1 à la membrane apicale), alors 
que Task2 serait localisé seulement dans des vésicules intracellulaires (116; figure 25). 
 
2.3.5.1.3) Canaux K+ Kir 
On a détecté plusieurs canaux Kir à 2 STM au niveau de l’épithélium respiratoire 
(figure 25). L’identité ainsi que les propriétés fonctionnelles des canaux Kir6.1 et Kir2.1 
ont été mises en évidence. Le  canal KATP, formé du Kir6.1 et de la sous-unité SUR2B, 
est exprimé dans les cellules ATII (109), ainsi que dans les lignées de cellules 
d’adénocarcinome pulmonaire humain A549 (modèle de cellules alvéolaires) et de 
carcinome pulmonaire à larges cellules H460 (résultats non publiés). Pour ce qui est du 
Kir2.1, il a été identifié dans les cellules ATII fœtales (112). Les transcrits géniques de 
plusieurs autres canaux Kir ont été détectés mais leur fonctionnalité n’a pas encore été 
établie, tels que le Kir4.2 exprimé dans les cellules bronchique saines NuLi, (données non 
publiées), le Kir7.1 exprimé dans l’extrait de poumon total (113), ainsi que les Kir3.1, 
3.2, 3.3 et 3.4 (ou GIRK1, 2, 3 et 4) exprimés dans les lignées tumorales pulmonaires 
(114). 
 
2.3.5.2) Fonctions des canaux K+
 Les canaux K+ semblent avoir un rôle important au niveau du poumon. En effet, 
ils semblent impliqués dans plusieurs phénomènes cruciaux pour la physiologie 
pulmonaire, tels que le processus d’échange gazeux, la sécrétion de surfactant 
indispensable pour le maintien de la stabilité alvéolaire, les processus de réparation, la 
réponse inflammatoire et le transport ionique.  
 
2.3.5.2.1) Échange gazeux 
Comme expliqué précédemment, la fonction principale des poumons est de 
permettre les échanges gazeux. Les trois principaux systèmes de détection de la pression 
partielle d’oxygène (PO2) sont les cellules neuro-épithéliales pulmonaires (NEB; neuro-
epithelial bodies), localisées dans l’épithélium des voies aériennes, le corpuscule 
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carotidien ainsi que le muscle vasculaire lisse (117). Cependant, il semblerait que 
différents types de canaux K+, dont TASK (117), BKCa (120) et différents Kv (118, 119) 
soient sensibles au niveau d’O2. Une phase d’hypoxie entraînerait l’inhibition de ces 
canaux et une dépolarisation membranaire causant la sécrétion des transmetteurs 
impliqués dans la réponse ventilatoire via un influx de Ca2+ (117, 119). Ce phénomène de 
détection d’O2 par les canaux K+ est encore mal connu. Il avait été proposé que le canal 
BKCa pourrait détecter directement les changements d’O2 (120). Toutefois, la sensibilité 
à l’O2 pourrait ne pas être intrinsèque au canal mais plutôt dépendre d’autres molécules, 
telles que les espèces réactives de l’O2 (ROS) produites par la NADPH oxydase et/ou la 
mitochondrie (117, 119). Les canaux K+ sensibles à l’O2 pourraient donc contribuer à la 
fonction d’adaptation du poumon à son environnement. Leur altération pourrait alors 
entraîner le développement de pathophysiologies pulmonaires (119).  
 
2.3.5.2.2) Stabilité alvéolaire 
Comme détaillé à la section 2.1, le surfactant sécrété par les cellules ATII assure 
la stabilité alvéolaire. Il a été montré que le processus d’exocytose du surfactant par les 
corps lamellaires des cellules ATII dépend fortement du signal Ca2+ (121). Cependant, 
cet influx de Ca2+ semble dépendant de deux mécanismes : le gradient de H+ et le 
transport de K+ par des canaux KCa (122). Les canaux K+ pourraient donc participer au 
contrôle de la sécrétion du surfactant. Toutefois, cette hypothèse reste à vérifier, compte 
tenu que peu d’études ont été effectuées sur ce sujet.  
 
2.3.5.2.3) Réparation épithéliale 
La réparation épithéliale (voir section 2.2.3), nécessaire afin de rétablir la 
fonction des poumons, fait appel à plusieurs processus dont l’étalement des cellules, une 
dédifférenciation, une migration des cellules saines vers le site de la lésion, puis une 
prolifération, suivie d’une redifférenciation cellulaire. Il semble que les canaux K+ 
pouvaient réguler les processus de migration et prolifération cellulaires, mais les 
mécanismes de contrôle ne sont pas encore totalement élucidés. Toutefois, il semble que 
des changements du [Ca2+]i et du volume cellulaire, secondaires aux efflux de K+, 
puissent être des signaux de prolifération (123). Il semblerait également que l’inhibition 
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de l’efflux de K+ empêche l’hyperpolarisation membranaire transitoire nécessaire à la 
progression du cycle cellulaire de la phase G0/G1 en phase S (146). Il a été suggéré que 
certains canaux Kv et ATP-sensibles seraient impliqués dans la phase G1 ou au point de 
contrôle G1/S (148-150). Il a aussi été démontré que l’utilisation d’un antagoniste des 
canaux Kv pouvait réguler à la baisse la cycline A/cycline D et stimuler les inhibiteurs de 
kinases cycline-dépendantes, stoppant ainsi le cycle cellulaire (145, 150). D’autre part, 
l’efflux de K+, suivant l’activation de canaux K+, a été identifié comme un des premiers 
événements du phénomène d’apoptose. La diminution du volume cellulaire, la déplétion 
en [K+]i et/ou l’activation de médiateurs pro-apoptotiques subséquents pourraient ensuite 
activer des caspases et endonucléases. Cependant, on ignore s’il existe un lien direct ou 
des facteurs intermédiaires entre ces phénomènes (123). D’un autre côté, l’équipe du Dr 
Schwab propose un modèle où l’efflux de K+ par les canaux KCa3.1, activés par une 
élévation du [Ca2+]i, favorise la rétractation du pôle de la cellule en migration (135). 
Ainsi les canaux K+, impliqués dans les processus de prolifération et migration, mais 
aussi d’apoptose, pourraient jouer un rôle très complexe dans l’équilibre entre ces 
phénomènes importants pour l’intégrité de l’épithélium respiratoire.  
 
2.3.5.2.4) Réponse inflammatoire 
Il a été montré que l’inflammation pouvait moduler les canaux K+. Toutefois, son 
effet est variable : les courants KATP (et l’expression de Kir6.1) sont stimulés dans le 
colon inflammé (125), alors que la probabilité d’ouverture des canaux BKCa des cellules 
musculaires lisses est réduite à la suite d’une inflammation (126). Les médiateurs 
inflammatoires régulant les canaux K+ ne sont pas clairement définis, mais il a été établi 
que l’interleukine-13 (IL-13) stimule le courant KCa3.1 dans les cellules bronchiques 
NHBE (108), tandis que le facteur de nécrose tumorale (TNF) augmente les efflux de K+ 
via le canal KATP dans les cardiomyocytes (127).  
Inversement, les canaux K+ pourraient intervenir dans la réponse inflammatoire. 
En effet, leur inhibition réduit la production de TNF par les macrophages alvéolaires 
stimulés au lipopolysaccharides bactériens (LPS) (128). D’autre part, le glibenclamide, 
un inhibiteur du canal KATP, est capable de limiter l’infiltration neutrophilique et de 
diminuer les niveaux de TNF et IL-6 dans l’intestin et le poumon dans un modèle 
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d’ischémie-reperfusion (129). L’équipe du Dr Cruse a également montré que l’inhibition 
des canaux KCa3.1 pourrait réduire l’infiltration des mastocytes, élément clé de la 
réponse inflammatoire chez les patients asthmatiques (130). Ainsi, un lien réciproque 
entre l’activité des canaux K+ et la réponse inflammatoire pourrait exister et mériterait 
d’être exploré plus en profondeur. 
 
2.3.5.2.5) Contrôle du transport transépithélial ionique et liquidien 
Une régulation adéquate du transport ionique et liquidien est nécessaire à la 
physiologie du poumon comme expliqué à la section 2.3. Comme l’illustre le modèle 
schématique du transport alvéolaire (figure 15), les ions Na+ entrent passivement par les 
canaux Na+ apicaux, puis sont expulsés à la membrane basolatérale par la pompe Na+/K+-
ATPase. Les ions K+ sont recyclés par des canaux K+, qui sont responsable du maintien 
du potentiel de membrane et d’un gradient électrochimique favorable au transport des 
ions et des fluides. Le laboratoire du Dre Brochiero a démontré que les canaux KvLQT1, 
KATP et KCa3.1 régulent le transport alvéolaire de Na+ et de Cl- (100, 109). De façon 
intéressante, il a été démontré que la modulation des canaux K+ régule l’expression des 
canaux ENaC et CFTR et a un impact physiologique sur la réabsorption liquidienne. La 
nature du mécanisme de couplage reliant l’activité des canaux K+ à l’expression d’ENaC 
et CFTR est encore inconnue, mais des changements de Ca2+i ou du rapport [Na+]i/[K+]i 
pourraient influencer leurs facteurs de transcription (100). Ces résultats sont en accord 
avec les travaux de Sakuma et al., qui montre que l’activation du canal KATP augmente la 
clairance alvéolaire dans le poumon humain ex vivo (131). Il serait maintenant intéressant 
d’évaluer la capacité des modulateurs des canaux K+ à faciliter la résorption d’un œdème 
pulmonaire. 
En ce qui concerne les voies aériennes, plusieurs mécanismes de transport ionique 
participent à la sécrétion de Cl-, tels que les canaux Cl- (dont CFTR), la pompe Na+/K+-
ATPase, le cotransporteur Na+-K+-2Cl- (figure 16). Les canaux KvLQT1 et KCa3.1 
constituent aussi des éléments clés du transport de Cl-. En effet, leur inhibition réduit 
fortement la sécrétion de Cl- par les cellules des voies aériennes (96, 98, 105, 107). 
Inversement, l’activation des canaux KCa3.1 stimule la sécrétion de Cl- (105, 107).  
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2.3.5.3) Régulation des canaux K+
 Les canaux K+ exprimés de l’épithélium respiratoire sont très variés et possèdent 
des propriétés électrophysiologiques très différentes. En effet, on peut retrouver des 
conductances très variables, comme par exemple le canal KvLQT1 de conductance très 
faible (<3 pS) par opposition certains canaux maxi-KCa pouvaient présenter des 
conductances aussi élevés que >200 pS. Les mécanismes de régulation sont propres à 
chaque canal ou type de canal. En effet, le canal KCa peut être régulé par le Ca2+ et le 
ratio ATP/AMP, le canal KATP est sensible au ratio ATP/ADP, alors que l’activité du 
canal KvLQT1 est dépendante de l’AMPc. Enfin, les canaux K+ ne possèdent pas tous la 
même fonction et ne sont pas tous régulés de la même façon, ce qui rend cette diversité 






















3) Pathologie de la fibrose kystique 
3.1) Incidence de la maladie  
La fibrose kystique (FK) est la maladie génétique la plus répandue dans la 
population Caucasienne. Dans les nations européennes et américaines, l’incidence de la 
maladie est en moyenne de 1 cas sur 2500 (11, 48, 55, 58). Toutefois, l’incidence varie en 
fonction de la région géographique : dans le nord de l’Europe, par exemple, l’incidence 
de la maladie est de 1 cas sur 1700 en Irlande et 1 sur 7700 en Suède, alors que la 
fréquence des porteurs de la maladie est de 1 sur 20 et 1 sur 44, respectivement (57).  
C’est en 1936 que le pédiatre suisse Dr Guido Fanconi a décrit pour la première 
fois cette pathologie et le canal CFTR y a été associé en 1985. En effet, l’équipe du Dr 
Quinton a noté que la différence entre les cellules saines et FK était un courant Cl- activé 
par l’AMPc. Le canal a été cloné pour la première fois en 1989 (73). Les manifestations 
cliniques (voir sections 3.3 et 3.4) les plus souvent rencontrées sont l’obstruction 
pulmonaire chronique, la déficience pancréatique, l’obstruction intestinale distale, 
l’infertilité masculine et l’augmentation de teneur en sel dans la sueur. Celles-ci sont 
causées par une dysfonction du transport ionique au niveau de l’épithélium et des glandes 
exocrines respectivement au niveau des poumons, du pancréas, du petit intestin, du 
système reproducteur et des glandes sudoripares, qui mène à une accumulation de mucus 
déshydraté, épais et visqueux qui recouvre l’épithélium (44, 48, 57, 58; voir section 
3.4.1). Ce n’est en 1989 que le gène cftr, associé à la pathologie, a été identifié pour la 
première fois. En fait, cette maladie autosomale récessive est monogénique puisqu’elle 
est causée par la mutation d’un seul gène, soit celui qui code pour le canal CFTR (44, 55-
57, 68). Il existe 4 classes de mutations qui seront détaillées à la section 3.2 (57). La 
mutation la plus fréquente, qui constitue ~70 % des cas, est la délétion du résidu Phe508 
[∆F508] (50, 55, 56, 58). La fréquence de cette mutation est de 90 % au Danemark, 25 % 
en Roumanie, 18,8 % en Turquie et 68 % au Canada (56-58). Les mutations les plus 
communes après ∆F508 sont G542X et G551D (50).  
 
3.2) Classes de mutations 
 Les manifestations cliniques de la pathologie de la FK varient selon le type de 
mutation. Comme nous pouvons le voir dans la figure 26A, les mutations du canal CFTR 
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s’étalent sur toute la longueur du gène. Les mutations ont été classifiées en quatre 
différents groupes principaux selon leur impact sur la structure de la protéine ou sur 
l’activité du canal (figure 26B). 
A)
B)
Figure 26. Mutations du CFTR. A) Distribution des mutations affectant le gène du 
CFTR. (Schéma tiré du site www3.genet.sickkids.on.ca) B) Schématisation des quatre 
principales classes de mutations du gène du CFTR. (Schéma adapté de l’image tirée du site 
www.planetegene.com) 
 
3.2.1) Classe I – ARN tronqué 
 La première classe de mutations cause des problèmes de biosynthèse de la 
protéine du CFTR. On retrouve différentes mutations, dont entre autre, les mutations 
faux-sens causant le remplacement d’un nucléotide par un autre. Ensuite, on retrouve des 
mutations qui entraînent le décalage du cadre de lecture. Celles-ci peuvent mener à la 
synthèse d’un autre peptide. Il existe aussi des mutations au niveau du promoteur qui 
réduisent l’efficacité de la transcription. Enfin, les mutations non-sens, telles G542X, qui 
changent un nucléotide d’un codon et le transforment en codon stop, entraînent l’arrêt 
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prématuré de la transcription. En effet, la plupart de ces mutations affectent l’étape de 
transcription du gène en ARNm, qui génère des protéines tronquées ou l’absence totale 
de synthèse de la protéine. Ces mutations causent des phénotypes plutôt sévères 
caractérisés par l’absence du canal CFTR à la membrane. Cependant, dans la classe de 
mutations I, on retrouve également le processus d’épissage aberrant ou alternatif de 
l’ARNm. L’épissage de l’exon 9 dans certains ARNm, par exemple, occasionne 
l’instabilité de certaines protéines retrouvées à la membrane, mais surtout la diminution 
du «pool» de protéines complètes. Ce type de mutation entraîne un phénotype moins 
sévère par la présence partielle de canaux CFTR à la membrane cellulaire (50, 55-58). 
 
3.2.2) Classe II – dégradation de protéines immatures 
La deuxième classe comprend les mutations qui affectent la maturation des 
protéines. La mutation la plus connue et fréquente est la délétion du résidu Phe508 
(∆F508). La localisation de cette mutation sur le NBD1 entraînerait la déstabilisation de 
la structure complète causée par le mauvais repliement du canal. Des études ont 
effectivement démontré que la protéine, qui comporte la mutation ∆F508, ne se rend pas 
à la membrane cellulaire. En fait, la protéine CFTR ∆F508 est synthétisée, quitte le 
réticulum endoplasmique, mais n’atteint pas l’appareil de Golgi pour l’étape de 
glycosylation. En effet, cette délétion affecterait le repliement du NBD1 sans déstabiliser 
sa structure. Cette mutation semblerait plutôt perturber la structure du canal CFTR dans 
A) B) Figure 27. Conséquences de la délétion F508. A) Superposition 
de la structure de la protéine CFTR 
sauvage et celle comportant la 
délétion F508. Les flèches 
indiquent les deux boucles de la 
protéine CFTR ∆F508 qui diffèrent 
de la protéine sauvage. (Image tirée 
de Riordan JR Annu Rev Biochem. 2008) 
B) Modélisation du repliement et 
de l’insertion dans la membrane de 
la protéine CFTR et celle 
comportant la délétion F508. 




son ensemble (43, 49). En effet, la délétion du résidu F508 ne semble pas changer 
beaucoup la structure cristallographique de la protéine comme le montre la figure 27A 
(45). L’interaction entre le NBD1 et le MSD1 est essentielle à la stabilité de la protéine et 
lorsque celle-ci est perturbée par la délétion du résidu F508, la traduction des autres 
domaines du canal est alors interrompue (92, 93; figure 27B). La protéine résultante 
incomplète et mal repliée est reconnue par les chaperones, qui sont des protéines 
importantes dans le contrôle de qualité, dirigée vers le complexe lysosomal pour se faire 
dégrader (92, 93). Ceci a comme conséquence, tout comme la classe de mutation I, 
l’absence de courant Cl- passant par le canal CFTR, qui cause un phénotype sévère de la 
maladie.  
 
3.2.3) Classe III – dysfonction du canal 
 La troisième classe de mutation affecte le mécanisme d’ouverture et de fermeture 
du canal ainsi que sa régulation. Les mutations de ce groupe se trouveraient au niveau des 
NBD. En association avec ce type de mutation, on a observé une diminution de 
l’interaction des NBD avec l’ATP ainsi que du processus d’hydrolyse, ce qui mène 
directement à l’altération de l’activité et de la régulation du canal. En effet, on a noté que 
le canal était capable de se rendre à la membrane apicale, mais qu’il était non fonctionnel 
puisqu’il ne répondait plus à la stimulation à l’AMPc. Il a également été suggéré que ces 
mutations, telles que G551D, pouvaient affecter la fonction du CFTR en tant que 
régulateur des autres canaux ioniques. Malgré le bon nombre de protéines matures 
présentes à la membrane, celles-ci sont incapables de remplir leur fonction de 
transporteur et possiblement de régulateur, ainsi ce type de mutation cause un phénotype 
sévère de la pathologie (50, 55-58).  
 
3.2.4) Classe IV – activité réduite du canal 
 La classe IV de mutation est associée aux segments impliqués dans la formation 
du pore, tels que le TM12 et les boucles intracellulaires. En effet, le nombre de canaux au 
niveau de la membrane apicale semble normal, mais ils ne répondent pas correctement à 
la stimulation à l’AMPc. De plus, une diminution de la conductance unitaire causée par 
des mutations telles que R117H, R334W et R347P a été rapportée. Ensuite, des études 
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plus récentes ont démontré que certaines mutations de cette classe se retrouvent au niveau 
du domaine R, ce qui peut également altérer la conductance du canal. Cette classe de 
mutation entraîne un phénotype peu sévère de la maladie. En effet, il semblerait que seule 
la présence de la protéine peut s’avérer suffisante pour la régulation des autres canaux 
ioniques impliqués. Même si le courant Cl- est plus faible que la normale, il permet de 
ralentir la déshydratation de l’ASL et tous les autres phénomènes qui y sont rattachés (50, 
55-58; voir section 3.4.1).   
 
3.2.5) Autre classe de mutations 
 Des études ont récemment démontré l’existence d’une classe additionnelle de 
mutation qui affecte la stabilité du canal CFTR. En effet, ce type de mutation se 
retrouverait à l’extrémité C-terminale de la protéine et causerait sa troncation. 
Apparemment, la perte de la queue C-terminale n’affecterait pas la structure, le 
repliement ou la maturation du peptide, puisqu’on a observé une activité du canal à la 
membrane apicale. Cependant, il a été montré que l’extrémité C-terminale était 
importante dans la stabilité de la protéine, puisqu’on a noté une demi-vie de 5 à 6 fois 
plus courte pour un canal tronqué. Ce type de mutation peut entraîner un phénotype 
sévère de la FK, puisque le nombre de canaux à la membrane est dramatiquement réduit 
(57). 
La prédiction des phénotypes sévères ou peu sévères en accord avec la classe de 
mutation n’est que théorique, puisqu’on peut retrouver différents degrés d’atteinte chez 
les patients homozygotes ∆F508. L’absence ou la dysfonction du canal peut entraîner, 
comme exposé à la section 3.3, différentes répercussions sur plusieurs tissus et organes. 
De plus, il faut également considérer que le phénotype causé par une classe de mutation 
peut varier d’un individu à un autre dû à des facteurs génétiques et/ou environnementaux. 
 
3.3) Relation génotype-phénotype 
La pathologie peut entraîner des atteintes légères, moyennes ou sérieuses de 
plusieurs organes, tels que le poumon, le petit intestin, le pancréas, le système 
reproducteur et les glandes sudoripares. Le canal CFTR est exprimé dans les cellules 
épithéliales de ces organes, ce qui explique leur atteinte spécifique dans la pathologie de 
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la FK (29, 44, 48, 55, 57). La corrélation entre le génotype (type de mutation) et le 
phénotype est plus ou moins exacte tout dépendant de l’organe atteint.  
Le seul organe où on a pu observer une bonne corrélation génotype-phénotype est 
le pancréas. On aurait noté une insuffisance pancréatique chez des patients présentant les 
mutations comprises dans les classes I à III, qui sont les mutations les plus sévères (58). 
En effet, cette manifestation est un déficit d’enzymes, causé par un blocage des conduits 
du pancréas empêchant leur arrivée dans le petit intestin, qui entraîne une sérieuse 
carence en éléments nutritifs et essentiels (56-58). Pour ce qui est des patients atteints par 
la classe IV, où les mutations sont d’une moins grande portée sur le canal CFTR, les 
patients présentent une suffisance pancréatique. Ces observations suggèrent donc que la 
sévérité de l’atteinte du pancréas dépend bien du type de mutation. Il existe également le 
développement d’une pancréatite chronique idiopathique causée par certaines mutations 
du gène cftr, telles que R117H, N1303K et de l’épissage aberrant (50, 56, 57).  
Il n’y a pas vraiment de relation génotype-phénotype au niveau des glandes 
sudoripares et du système reproducteur masculin, puisque l’on retrouve ces atteintes 
quelque soit le type de mutation. D’abord, l’absence du canal CFTR dans l’épithélium 
des conduits des glandes sudoripares entraîne une élévation de la concentration de sel 
dans la sueur, qui est causé par l’absence de recapture des ions Cl-. Ceci constitue une 
manifestation légère de la pathologie. En fait, quelle que soit la mutation, ce trait 
caractéristique commun à tous les patients est donc utilisé pour diagnostiquer les patients 
atteints de la maladie (50, 55-58, 63). Ensuite, l’obstruction de l’épididyme au niveau du 
système reproducteur cause inévitablement l’azoospermie, qui est l’absence de 
spermatozoïdes dans le sperme. Il a été rapporté que les mutations du gène cftr, telles que 
R117H et celles de la classe IV, pouvaient être également associées avec d’autres 
désordres qui affectaient la fertilité masculine, dont entre autre l’absence bilatérale des 
canaux déférents (CBAVD; congenital bilateral absence of vas deferens), l’absence 
unilatérale du canal déférent (UAVD; unilateral absence of vas deferens) et 
l’asthénospermie, qui est la diminution de la mobilité des spermatozoïdes. Ces 
phénomènes mènent tous à l’infertilité masculine qui a été observée chez tous les 
hommes atteints de la FK (50, 55, 57, 58).  
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 Pour ce qui est des autres organes, tels que les poumons (voir section 3.4) et le 
petit intestin, l’atteinte est très variable d’un patient à un autre. L’établissement d’une 
corrélation génotype-phénotype est alors pratiquement impossible. L’atteinte au niveau 
du petit intestin chez certains nouveau-nés présentant la délétion du résidu F508 peut 
entraîner une obstruction au niveau de l’iléum caractéristique de la FK, appelé l’iléus 
méconial (56, 57, 58). Chez l’adulte, on observe plutôt l’absence de sécrétion de Cl- et de 
HCO3-, qui cause une malabsorption de nutriments dans les segments plus distaux du 
petit intestin. La stéatorrhée, soit une diarrhée contenant un haut taux de nutriments et de 
lipides, témoigne justement de la mauvaise digestion et absorption des aliments (58). 
 
3.4) Pathologie respiratoire 
La pathologie de la fibrose kystique est surtout connue pour affecter la fonction 
respiratoire de plusieurs patients. Il ne semble toutefois pas y avoir de relation stricte 
entre la classe de mutation (génotype) et la gravité des manifestations de la maladie 
(phénotype) contrairement à l’atteinte pancréatique. En effet, il a été noté que pour une 
même mutation, l’atteinte pulmonaire peut être très variable chez les patients FK (57).  
 
3.4.1) Transport ionique dans la fibrose kystique 
Le canal CFTR semble jouer un rôle essentiel et central, puisque son absence ou 
sa dysfonction entraîne un large éventail de conséquences sur différents organes avec des 
degrés de sévérité très variables. Cependant, l’absence de transport de Cl- n’est peut-être  
pas suffisante pour expliquer tous les symptômes ainsi que les manifestations de la 
pathologie de la fibrose kystique (FK). L’absence ou la dysfonction du canal CFTR 
semblerait aussi occasionner une dérégulation des autres transports ioniques au niveau de 
l’épithélium respiratoire. En effet, on a noté qu’en présence de mutation affectant le canal 
CFTR, le courant qui passe par le canal ORCC est fortement diminué (16, 44, 50, 58). 
L’absence quasi-totale de sécrétion de Cl-, occasionnée par la dysfonction des canaux 
CFTR et ORCC, cause une diminution drastique de liquide au niveau des voies aériennes. 
De plus, il semblerait que la sécrétion de fluide par les glandes sous-muqueuses serait 
également diminuée en condition FK (44, 51, 53). Ensuite, il a été montré que la 
perméabilité du Na+ de la membrane apicale de cellules FK était 4 fois plus élevée que 
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celle des cellules normales (44, figure 28, panneau de droite). De façon intéressante, 
une équipe a récemment créé un modèle de souris qui surexprimait la protéine ENaC et 
développait les mêmes symptômes que ceux observés dans la FK. Cette étude avait pour 
but de démontrer que l’hyperabsorption de Na+ par le canal ENaC contribuait fortement à 
la détérioration de l’état des patients FK (10). 
 Ces altérations du transport de Cl-, de Na+ et des fluides au niveau des voies 
aériennes aggrave de façon exagérée la déshydratation de l’ASL (23, 50, 52, 65; figure 
28). Cette déshydratation cause une réduction du volume PCL et l’épaississement du 
mucus. À cela s’ajoute une augmentation des cellules caliciformes provocant une 
surproduction de mucus, qui s’accumule et obstrue les voies aériennes. On a aussi noté 
des anormalités des cellules ciliées, telles que l’absence des microtubules centraux et la 
désorganisation des microtubules, qui réduisent le battement des cils (48). La fonction 
ciliaire diminuée combinée à l’excès de mucus épais et visqueux altère la clairance 
mucociliaire (52). Ce phénomène entraîne une multitude de conséquences désastreuses, 
telles qu’une diminution de l’efficacité de la clairance des pathogènes inhalés, ce qui 
entraîne donc la persistance des bactéries et le déclenchement d’une réponse 
inflammatoire (50; voir section 2.2.2).  
Figure 28. Schéma du transport des voies aériennes saines et fibrose kystique. 
L’absence de transport de Cl- se résulte en une augmentation d’une réabsorption de 
liquide via le canal ENaC, qui entraîne une diminution du volume de la couche de liquide 
périciliare (PCL) et une accumulation de mucus épais et visqueux. 
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3.4.2) Cycle infection-inflammation 
En fait, en condition normale, le mucus est capable d’emprisonner les bactéries ou 
les path
 d’infection et d’inflammation entraînent le recrutement de 
neutrop
ogènes afin de les éliminer par voie mécanique via la clairance mucociliaire et/ou 
par voie chimique et immunitaire via les peptides anti-microbiens et les cellules immunes 
(voir sections 2.2.1 et 2.2.2). Cependant, chez les patients FK, l’épaisseur et la viscosité 
du mucus immobilise les bactéries à un endroit où elles se déposent pour former un 
biofilm. Les bactéries, telles que la S. aureus, la H. influenzae, la B. cepacia, la S. 
maltophilia, la A. xylosoxidans et la plus fréquente la P. aeruginosa, ne peuvent pas être 
éliminées de la couche de mucus, qui devient un site idéal pour leur prolifération (61, 63, 
64). Il semblerait également que la bactérie P. aeruginosa montre une plus grande 
adhérence à l’épithélium FK comparativement à l’épithélium normal (52, 60, 63). Ceci 
entraîne la colonisation bactérienne, qui induit un cercle vicieux d’infection et 
d’inflammation (53). 
Les processus
hiles et la production de cytokines dans le but d’éliminer les pathogènes et de 
limiter leurs dégâts comme expliqué dans la section 2.2.2. Chez les patients FK, il existe 
un débalancement des cytokines pro- et anti-inflammatoires, qui accentue et prolonge la 
phase inflammatoire (59-63). En effet, il a été démontré que la sécrétion d’IL-10 par les 
cellules épithéliales bronchiques FK était réduite (63), alors que celle des cytokines pro-
inflammatoires est augmentée. Celles-ci permettraient de stimuler l’activité d’un facteur 
de transcription majeur dans la réponse immune, le NFκB. En effet, durant la réponse 
inflammatoire, la voie de signalisation du NFκB est activée et induit la transcription de 
plusieurs médiateurs de l’inflammation (64, 66, 67). La production d’oxyde nitrique (NO, 
nitric oxide), aux propriétés anti-microbiennes, est diminuée aussi durant la pathologie de 
la FK. Il semblerait que ce phénomène soit causé par une régulation à la hausse de 
l’activité de la RhoGTPase qui entraîne une baisse d’expression de la NO synthétase. De 
plus, il a été également proposé que l’activité de l’arginase était augmentée chez les 
patients FK, ce qui causerait une baisse dans leur sang de L-arginine, substrat de la NO 
synthétase et précurseur du NO (64). L’absence d’IL-10 et de NO réduirait l’expression 
de IκB, l’inhibiteur de NFκB, ce qui entraînerait un déséquilibre entre IκB et NFκB 
causant une réponse inflammatoire prolongée et exagérée (64). D’autre part, il a été 
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démontré que la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8, TNF) était 
augmentée dans des cellules FK suite à une exposition à la bactérie P. Aeruginosa (50). 
En effet, il a été montré que l’exposition à la P. aeruginosa induit la production d’IL-8, 
un chemoattractant important des neutrophiles,  sécrété en grande quantité par les cellules 
épithéliales, mais aussi par les neutrophiles (50, 60, 61, 63). Il semble donc exister une 
rétroaction positive entre la production d’IL-8 et le recrutement des neutrophiles.  
La composition et la viscosité du mucus empêchent la diffusion des molécules 
anti-ba
es et la 
relâche
ctériennes et réduisent la clairance mucociliaire. Ce mucus plus épais restreint 
également la mobilité des neutrophiles, limitant leur action dans la capture et 
l’élimination des pathogènes (50-53). Ces phénomènes entraînent la persistance des 
bactéries au niveau de l’épithélium des voies aériennes, qui mène au recrutement et 
l’accumulation des neutrophiles supplémentaires (10, 50, 59, 61, 63, 64). Ces derniers 
sont impliqués dans la relâche de protéases, dont l’élastase, qui dégradent les protéines 
structurales de l’épithélium, telles que le collagène, l’élastine et les protéoglycans. 
L’élastase inactive également des inhibiteurs d’autres protéases et stimule la production 
la molécule oxydante ROS, amplifiant la destruction des parois des voies aériennes (50, 
59, 63, 64). Ceci entraîne la destruction progressive de l’épithélium des voies aériennes, à 
une diminution de la clairance mucociliaire déjà dysfonctionnelle et amplifie le cycle 
d’infection-inflammation. Ces lésions impliquent la perte des cellules épithéliales, la 
métaplasie des cellules caliciformes et le développement de dyskinésie secondaire (10, 
63, 64). Subséquemment, on observe une aggravation du transport ionique déjà altéré, 
une hypersécrétion de mucines et une diminution de la clairance mucociliaire, perpétuant 
l’infection et amplifiant la réponse inflammatoire (10, 23, 29, 50-53, 61, 63, 65).  
On sait que la présence de bactéries induit le recrutement des neutrophil
 de certaines cytokines. Il semble alors logique que la réponse inflammatoire soit 
une conséquence de l’infection. Cependant, certaines études permettent de croire que la 
phase inflammatoire précèderait la phase infectieuse dans la pathologie de la FK. En 
effet, des observations ont démontré que certains patients FK présentaient de 
l’inflammation sans trace d’infection, suggérant que l’inflammation pouvait favoriser la 
colonisation bactérienne (58, 59). Cependant, il a également été postulé qu’une infime 
concentration de bactéries pouvait induire le recrutement de neutrophiles et la réponse 
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inflammatoire, qui créent un environnement idéal pour une prolifération bactérienne plus 
importante (59, 60). Il est donc difficile de déterminer quel est l’événement déclencheur 
initial dans la pathologie de la FK. 
En bref, une dysfonction du transport ionique cause la dérégulation du volume de 
l’ASL 
3.4.2.1) Susceptibilité à l’infection et/ou l’inflammation
et l’épaississement du mucus. La surproduction de mucus cause l’obstruction des 
voies aériennes et une diminution de la barrière de défense, qui provoque le début d’un 
cycle incontrôlable de colonisation bactérienne chronique et de réponse inflammatoire 
menant une destruction progressive de l’épithélium respiratoire.  
 
 




les voies aériennes chez les patients FK serait sensible et 
suscept
Il a été démontré que certains gènes modificateurs p
ients atteint de la FK. En effet, il a été suggéré que les polymorphismes du TGFβ1 
et du TNF, des cytokines anti- et pro-inflammatoires respectivement, sont associés avec 
un phénotype de la FK plus sévère. D’autre part, les patients qui possédaient une 
variation d’allèles associée avec une insuffisance pour la lectine liant le mannose (MBL; 
mannose-binding lectin), semblaient plus susceptibles aux infections et à une mort 
prématurée. En effet, la MBL est une molécule importante dans l’immunité innée (57).  
Il a été également suggéré que des facteurs environnementaux, tels que la fumé
rette et les infections bactériennes, pouvaient également intervenir dans la sévérité 
des phénotypes (50, 55, 57, 58). Cette pathologie monogénique fait donc intervenir une 
multitude d’éléments génétiques et/ou environnementaux. La corrélation entre les 
mutations et la sévérité de l’atteinte des différents organes est possible à prédire 
lorsqu’on dresse le portrait complet des manifestations cliniques présentes chez le patient. 
Cependant, des études démontrent que l’établissement de la relation génotype-phénotype 
pour l’atteinte dans le poumon s’avère plus complexe, puisqu’elle varie énormément d’un 
patient à un autre (52, 56-58).  
Selon certaines études, 
ible au développement d’infections et d’inflammation chroniques. Comme 
expliqué précédemment, la mutation du canal CFTR affecte évidemment le transport 
ionique ainsi que la clairance mucociliaire. Cependant, il a été démontré que dans la 
dyskinésie primaire, l’absence de clairance mucociliaire n’était pas suffisante pour 
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induire l’infection et l’inflammation des tissus, ce qui suggère l’implication d’autres 
éléments (63). D’abord, l’absence ou la dysfonction du canal CFTR semble augmenter 
l’adhérence et la persistance de la bactérie P. aeruginosa (52, 60, 63). Ensuite, le 
déséquilibre entre la production de cytokines anti- et pro-inflammatoires peut amplifier le 
cycle infection-inflammation (59-63). Il a été aussi démontré que les neutrophiles 
retrouvés chez les patients FK montraient un délai de leur apoptose, d’où leur 
accumulation dans le poumon. Il semble aussi que les neutrophiles FK exhibent des 
fonctions anormales. En effet, il semble qu’ils produisent plus d’élastase et d’oxydants 
(50, 64). Enfin, il a aussi été suggéré que les patients FK auraient un défaut primaire de 
l’épithélium, soit une déficience de certaines cellules immunes, qui favoriserait la 
colonisation bactérienne (31). Bref, il semble alors que la combinaison de tous ces 
facteurs pourrait favoriser et maintenir les phases exagérées d’infection et d’inflammation 
observées chez les patients FK. 
Il existe une autre théorie pour expliquer le développement de l’infection et 
l’inflam
logie du système respiratoire est fortement affectée par l’absence ou la 
dysfonc
mation dans les tissus FK. Celle-ci s’opposerait à la théorie de la régulation du 
volume de l’ASL expliquée précédemment à la section 3.4.1, puisqu’elle s’appuie sur 
l’hypothèse que l’activité des protéines anti-microbiennes est sensible à la concentration 
de sel. Plus précisément, cette théorie stipule que la dérégulation du transport ionique, par 
l’absence d’activité du canal CFTR et l’hyperabsorption de Na+ par le canal ENaC, 
causerait un changement dans l’osmolarité de l’ASL, qui affecterait l’activité des 
protéines anti-bactériennes contenues dans le mucus (28, 44, 63). Cependant, il a été 
ensuite démontré que la composition de l’ASL est isotonique, ce qui contredit cette 
hypothèse. Il semble alors que la théorie de la déshydratation et l’épaississement du 
mucus soit plus probable pour le développement du cercle vicieux de l’infection et 
l’inflammation.  
La physio
tion du canal CFTR durant la vie adulte. La fonction anormale des tissus FK, des 
cellules immunes ainsi que l’altération du transport ionique et liquidien, causés par la 
mutation du gène cftr, entraînent des conséquences et répercussions sérieuses sur les 
mécanismes de défense de l’épithélium et sur la fonction respiratoire.  
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3.4.3) Lésions et remodelage dans la fibrose kystique 
nses inflammatoires chroniques 
entraîn
s lésionnels et de 
réparat
ontre plusieurs modifications 
histolog
Le cycle incontrôlable d’infections et de répo
e des phénomènes impliqués dans les processus lésionnels et de réparation (voir 
section 2.2.3) afin de tenter de recouvrer l’intégrité de l’épithélium pour rétablir ses 
fonctions de mécanisme de défense (voir section 2.2) et d’échange gazeux. Toutefois, la 
réponse inflammatoire combinée à l’activité des métalloprotéinases matricielles, 
sécrétées par les neutrophiles, est impliquée aussi dans le remodelage de la matrice 
extracellulaire au cours des processus de réparation (59; figure 11B). 
Chez les patients FK, un déséquilibre entre les processu
ion semble exister. En effet, l’équipe du Dre Coraux a également démontré, dans 
un modèle de xénogreffe des voies aériennes humaines, que la régénération épithéliale 
des cellules nasales FK était plus lente que celle observée dans l’épithélium nasal sain 
(82). Ces résultats supportent alors le concept d’un déséquilibre dans les tissus FK entre 
les phénomènes de lésions et de réparation dans la destruction progressive de l’épithélium 
respiratoire. Ceci mène inévitablement à la détresse respiratoire, qui est une manifestation 
clinique souvent fatale chez les patients FK (29, 63-64).  
L’analyse des poumons de patients FK m
iques. En effet, chez le fœtus, il a été montré que les glandes sous-muqueuses de 
la trachée étaient dilatées (29, 48). On a également observé une atrophie ou une 
métaplasie de l’épithélium trachéal. Ensuite, on a noté que les voies aériennes des 
patients FK après la naissance étaient dilatées et que leur paroi était plus épaisse (31). On 
a également observé, chez des patients adultes, que l’épithélium était recouvert d’une 
couche épaisse et visqueuse de mucus et était atteint d’hyperplasie sévère des cellules 
caliciformes (48). On peut noter l’épaississement des parois des voies aériennes combiné 
à une dégradation protéolytique des protéines structurales, une augmentation de la 
vascularisation et des muscles lisses (133, 143). Ces manifestations histologiques 
témoignent du développement chez les patients FK d’une bronchiectasie, qui peut mener 
à une défaillance respiratoire et la mort. Une étude de morphologie ultrastructurale du 
poumon FK a décrit la présence de lésions au niveau des alvéoles (48). On a également 
observé des régions de régénération de cellules ATII suite à ces lésions (48, 175). Des 
cycles répétitifs de lésions et de régénération semblent entraîner de la métaplasie cuboïde 
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au niveau de l’épithélium alvéolaire (175). Ce type de lésions épithéliales alvéolaires a 
aussi été observé dans d’autres pathologies pulmonaires et ne semble donc pas être 
spécifique à la FK (48). 
 
3.5) Thérapies et traitements pour la fibrose kystique 
la pathologie de la FK, soit en 
pathologie de la FK est causée avant tout par 
la muta
L’absence de CFTR peut être causée par des codons stop prématurés (PTC; 
premat
 De nombreuses études sont consacrées à traiter 
ciblant le défaut primaire ou les effets secondaires causés par l’absence du courant Cl-, 
incluant l’épaississement du mucus, l’infection et l’inflammation chroniques ainsi que les 
processus d’oxydation (45, 54, 64, 66-68).  
Comme expliqué précédemment, la 
tion du gène cftr. Ainsi, plusieurs équipes tentent actuellement de corriger le 
défaut de base par des thérapies géniques en développant différentes stratégies (figure 
29A). Cependant, plusieurs obstacles restent à franchir dans le processus de transfection 
de la protéine CFTR recombinante. La transfection doit d’abord être «tissu-spécifique» et 
stable pour vraiment devenir une thérapie génique efficace. Un autre problème est 
l’insertion dans le plasmide de l’ADNc du CFTR, qui est un très gros gène comportant 27 
exons. Pour contourner ce problème, on utilise un adénovirus (AAV; adeno-associated 
virus) pour permettre la distribution l’ADNc du canal CFTR dans les tissus visés, tels que 
les sinus, l’épithélium respiratoire. Le AAV-CFTR est un parvovirus défectueux, c’est-à-
dire qu’il nécessite la coopération d’un autre virus pour se répliquer normalement. Il 
semblerait que cette technique permet l’amélioration de la fonction respiratoire et la 
diminution de la concentration de l’IL-8, la cytokine pro-inflammatoire typique de la 
pathologie de la FK lors des essais cliniques (45, 54, 68; voir section 3.4.2). Dans le 
même ordre d’idée, on peut utiliser des liposomes, qui sont faciles à produire et plus 
sécuritaires, puisqu’ils n’induisent pas, selon les observations faites lors d’essais de 
thérapie génique in vivo, de réaction immunitaire comme les virus pourraient le faire 
(68).  
ure terminaison codon) occasionnés par les mutations non-sens de la classe I.  Il 
existe alors des substances qui permettent de sauter ces PTC et d’autres, tels que les 
aminoglycosides ou la gentamycine, réduisant la fréquence d’insertion de codon stop, 
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afin de rétablir une quantité raisonnable de protéines matures à la membrane (45, 54). Ces 
thérapies géniques permettent de recouvrir une partie du courant Cl- dans les tissus 
(figure 29A).
 
Figure 29. Options thérapeutiques. Les différentes options thérapeutiques disponibles à 
ce jour pour aider et/ou traiter les différents symptômes et manifestations causés par les 
mutations possibles du CFTR. 
Plusieurs équipes ont travaillé à développer des correcteurs, qui peuvent aider à la 
maturation et à l’adressage du canal (figure 29B). Les correcteurs permettraient 
d’adresser des protéines immatures issues de la classe de mutation II, qui sont incapables 
de se rendre à la membrane. En fait, il existe des chaperones chimiques qui interagissent 
avec la protéine CFTR-∆F508, ce qui lui éviterait la dégradation dans le complexe 
lysosomal. Cependant, il a été démontré que la concentration nécessaire pour l’obtention 
d’un sauvetage raisonnable de canaux est trop toxique pour une utilisation thérapeutique. 
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Ensuite, on a développé le 4-phénylbutyrate de sodium qui permet une augmentation de 
la synthèse de l’ARNm du CFTR et de l’expression des chaperones, impliquées dans la 
maturation de la protéine. De plus, il a été démontré que les molécules VRT-325, corr-2b 
et corr-4a, identifiées par criblage à haut débit, augmenteraient l’adressage de CFTR-
∆F508 à la membrane. Ces produits semblent plutôt interagir directement avec le canal au 
lieu d’interférer avec les chaperones impliquées dans le contrôle de qualité des protéines. 
On pense que ces correcteurs permettraient de retenir comme une ancre les protéines 
immatures à la membrane. La combinaison de ces molécules permet d’augmenter de 2 à 
4 fois leur efficacité, probablement parce qu’elles interagissent toutes à différents sites du 
canal (90).  




l CFTR affecté par les classes de mutation III et IV ou après maturation partielle 
par les correcteurs. En effet, ces molécules permettraient d’augmenter l’activité du canal 
(figure 29B). Par exemple, la molécule VRT-532 a été développée dans le but 
d’augmenter l’activité du CFTR-G551D. En effet, ce canal muté montrait un défaut dans 
son état de phosphorylation ainsi que dans son mécanisme d’ouverture et de fermeture. 
L’action de la molécule VRT-532 semble augmenter l’affinité de la protéine pour l’ATP 
et donc son activité ATPase, ce qui permet le rétablissement de la fonction du canal muté 
(89). De plus en plus, les traitements combinent l’action des correcteurs à celle des 
potentiateurs dans le but d’optimiser le rétablissement d’un courant Cl- partiel.  
Il est reconnu que l’absence de transport de Cl- est accompagn
sorption de Na+ (voir section 3.1). Des équipes ont alors cherché à inhiber le 
transport de Na+ afin de limiter la déshydratation de l’épithélium des voies aériennes. On 
peut procéder à l’aide d’agents pharmacologiques, tels que des inhibiteurs et d’autres 
molécules capables de bloquer les voies de signalisation impliquées dans l’activation du 
canal ENaC (figure  29C et figure 30). On peut également rétablir le volume de l’ASL à 
l’aide d’une solution hypersaline qui favorise une sortie d’eau et la réhydratation de 
l’épithélium par l’activité des AQP (figure 30).  On a observé avec cette technique des 
améliorations de la fonction respiratoire et de la clairance mucociliaire ainsi qu’une 
diminution de l’exacerbation pulmonaire (52, 54, 65). De la même façon, on peut 
également utiliser des osmolytes faiblement transportés ou absorbés, comme le mannitol 
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ou la raffinose. La clairance mucociliaire est grandement augmentée, mais son efficacité 
est d’une durée très limitée, soit environ 20 minutes (52, 65). Il semblerait que l’on puisse 
activer des canaux Cl- apicaux alternatifs afin de rétablir partiellement un transport de Cl- 
dans la cellule et favoriser la sécrétion de fluide (figure 30).  Il a également été suggéré 
qu’une activation des canaux K+ à la membrane basolatérale pourrait favoriser le gradient 
électrochimique et la sécrétion de Cl-. En effet, l’activation des canaux KCa3.1, qui 
stimule la sécrétion de Cl- (105, 107), a été proposée comme une stratégie prometteuse 
pour favoriser le transport de Cl- dans les tissus FK par des canaux CFTR résiduels ou 
des canaux Cl- alternatifs (figure 30). Bref, ces options thérapeutiques ont pour but le 
rétablissement de l’équilibre entre la sécrétion et la réabsorption ainsi que d’un volume 
PCL adéquat pour le mouvement ciliaire et l’hydratation de la couche de mucus, qui 
favorise la clairance mucociliaire.  
La déshydratation de la couche de m
Figure 30. Options thérapeutiques alternatives. Ces thérapies ont pour but le 
rétablissement de l’équilibre entre la sécrétion et la réabsorption des fluides. Ceci 
permet par la suite la récupération d’un volume PCL adéquat qui favorise le mouvement 
ciliaire et l’hydratation de la couche de mucus, qui sont des éléments importants pour la 
clairance mucociliaire.  
 
ucus entraîne une augmentation de sa 
viscosité. Des molécules, qui possèdent une activité mucolytique, sont donc utilisées afin 
de fluidifier le mucus dans le but d’améliorer la clairance mucociliaire. On utilise la 
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désoxyribonucléase humaine I recombinante (rhDNAase; recombinant human 
desoxyribonuclease) pour fragmenter les longs brins d’ADN contenus dans le mucus (65, 
66, 68). La N-acétylcystéine, un autre agent mucolytique, est aussi efficace pour 
l’inhibition d’IL-8 et de la translocation de NFκB, des molécules impliquées dans la 
stimulation de la réponse inflammatoire (67). La N-acétylcystéine peut également être un 
anti-oxydant, puisqu’elle peut réduire le nombre de neutrophiles et de leurs produits 
toxiques, tels que les radicaux libres (64). Cependant, la N-acétylcystéine cause une 
irritation des voies aériennes, ce qui limite son utilisation. Enfin, il a été démontré que le 
canal CFTR était capable de transporter le glutathion (GSH), ayant des propriétés anti-
oxydantes et mucolytiques. L’absence du CFTR entraîne alors forcément une diminution 
de GSH. L’administration en aérosol de GSH permet de briser les ponts disulfures formés 
entre les mucines et réduire la viscosité du mucus. Cependant, par cette voie 
d’administration, le GSH semble perdre ses effets anti-oxydants (67). Ces traitements 
permettent de rétablir l’hydratation de l’ASL et de fluidifier le mucus afin d’augmenter le 
processus de clairance mucociliaire. 
Le mucus déshydraté, plus épais et visqueux, favorise la colonisation bactérienne 
et l’infection chronique (figure 29D). Alors, l’usage d’antibiotiques empêche 
l’exacerbation, mais n’enraye pas l’infection. Certains antibiotiques, tels que les 
macrolides, semblent posséder en plus des propriétés anti-inflammatoires, puisqu’ils 
réduisent la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-8, TNF et IL-1β 
(66). Le mucus peut également contenir des séquences bactériennes CpG non-méthylées, 
qui peuvent induire une réponse inflammatoire. On y retrouve également de l’activité 
protéolytique et des nombreuses cellules immunes impliquées dans l’inflammation. La 
complexité de ce phénomène a amené le développement de plusieurs thérapies anti-
inflammatoires (figure 29D). Il y a d’abord les corticostéroïdes, qui sont capables de 
réduire la production de mucus et d’interférer dans l’action ou la synthèse de médiateurs 
de la réponse inflammatoire. Ils peuvent également inhiber le recrutement, l’adhésion et 
l’activation des leucocytes ainsi que l’activation du NFκB, impliqué dans l’amplification 
de la réponse inflammatoire. L’ibuprofène, un anti-inflammatoire non-stéroïdien 
(NSAIDs; nonsteroidal anti-inflammatory drugs), fonctionne seulement à de fortes doses. 
Il possède la capacité de réduire spécifiquement l’activité et le recrutement des 
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neutrophiles au site d’inflammation (64, 66). L’ibuprofène est également capable 
d’inhiber la protéine activatrice AP-1 et l’activation du NFκB comme les 
corticostéroïdes. Il est aussi impliqué dans l’inhibition de certains facteurs de 
transcription qui activeraient le NFκB, tels que le IκKβ, le Erk, la p38 et des protéines 
kinases cycline-dépendantes (66).  
Les cytokines, des molécules directement impliquées dans l’inflammation, 
peuvent être effectivement des cibles potentielles pour la thérapie anti-inflammatoire. 
L’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, est capable de stabiliser IκB qui inhibe le 
NFκB et de réduire la réponse inflammatoire et l’apoptose des neutrophiles. Cette 
cytokine peut avoir un intérêt au niveau thérapeutique, puisqu’elle a des effets bénéfiques 
pour les patients FK. Un anticorps neutralisant pour l’IL-8 a aussi été développé afin de 
réduire le recrutement des neutrophiles. Il y a également l’IFNγ qui est capable de 
bloquer les voies de signalisation menant à la dégradation d’IκB, l’inhibiteur de NFκB. 
Des essais cliniques pour un traitement à l’IFNγ sont présentement en cours (64, 66). Il 
existe également des thérapies dirigées contre le TNF, une cytokine pro-inflammatoire 
connue pour induire la sécrétion d’IL-8 et l’activation de la voie NFκB (59, 69). En effet, 
ces thérapies anti-TNF ont fait leurs preuves dans d’autres maladies inflammatoires 
comme l’arthrite rhumatoïde et la maladie inflammatoire de l’intestin (59). Ces différents  
traitements permettent de traiter la réponse inflammatoire exagérée observée chez les 
patients FK afin de limiter la progression de la destruction de leur épithélium respiratoire. 
 Le LTB4, un eicosanoïde, est un chemoattractant important pour les neutrophiles. 
Ces derniers sont impliqués dans le relâchement de l’élastase qui favorise une sécrétion 
de LTB4 par les macrophages, ce qui augmente le recrutement des neutrophiles 
s’accumulant au site d’inflammation. Des inhibiteurs de la 5-lipoxygénase, qui peuvent 
limiter la production de LTB4, sont donc d’un grand intérêt. Les neutrophiles produisent 
entre autre de l’élastase, de la cathepsin G et d’autres protéases, ayant des conséquences 
désastreuses sur l’épithélium respiratoire. Il a été démontré que la α1-antitrypsine, 
inactivée par le stress oxydatif, est capable de supprimer l’activité de l’élastase. Une 
thérapie à l’α1-antitrypsine pourrait donc limiter les dégâts causés par l’élastase et 
permettre une meilleure régénération de l’épithélium (64, 66). Ces traitements permettent 
de bloquer l’action de protéases libérées par les neutrophiles, afin de limiter, tout comme 
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les thérapies anti-inflammatoires, la dégradation de l’épithélium respiratoire. Cependant, 
lorsque la destruction des tissus est trop avancée et qu’une détresse respiratoire s’installe, 
la transplantation demeure la dernière option pour la survie des patients FK (figure 29D). 
En résumé, la plupart des thérapies et traitements disponibles pour la pathologie 
de la F
exploré, comme nous le verrons 
dans le
 
K ont pour but de rétablir le courant Cl-, d’augmenter la clairance mucociliaire, de 
réduire la réponse inflammatoire ou de bloquer l’activité des protéases. La seule option 
présentement est la combinaison de ces traitements et thérapies afin d’améliorer l’état des 
patients en attendant une thérapie génique plus efficace.  
Dans le laboratoire du Dre Brochiero, nous avons 
s prochains chapitres, une approche nouvelle et novatrice qui consiste à tenter de 
promouvoir la réparation épithéliale dans le but d’éventuellement rétablir l’intégrité 
épithéliale afin de restituer les conditions physiologiques et les mécanismes de défense 
pour enfin améliorer la fonction respiratoire des patients FK. 
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Chapitre 2 – Hypothèses de travail 
 
La physiologie pulmonaire dépend de plusieurs composantes dont le transport des 
fluides et des ions. En effet, ce transport participe à la régulation du volume de la couche 
de liquide des voies aériennes (ASL). Il existe un équilibre entre la sécrétion de Cl- et la 
réabsorption de Na+, ce qui permet de maintenir un volume périciliaire (PCL) adéquat 
afin de permettre une clairance mucociliaire efficace (23, 29, 53, 65).  Par conséquent, 
une dysfonction du transport ionique causée par l’absence du canal CFTR, comme dans 
la pathologie de la fibrose kystique (FK), entraîne un déséquilibre du transport ionique, 
causant une forte diminution du volume PCL. Ce phénomène occasionne la 
déshydratation de la couche de mucus, obstruant les voies aériennes (28, 44, 63; voir 
figure 28). De plus, cette couche de mucus épaisse et visqueuse devient un site idéal pour 
la colonisation bactérienne et l’inflammation. Un cycle incontrôlable d’infection et 
inflammation chronique peut alors se développer. Celui-ci est causé par une 
augmentation de l’adhérence des bactéries, telle que P. aeruginosa  (52, 60, 63) et par un 
déséquilibre entre la sécrétion de cytokines anti- et pro-inflammatoires (59-63). Une 
infiltration et une persistance des neutrophiles au niveau des voies aériennes (50, 137, 
144) entraînent la dégradation des protéines structurales, telle que le collagène et 
l’élastine par les protéases neutrophiliques (59, 63, 64, 144). Évidemment, des lésions 
épithéliales non seulement au niveau de l’épithélium bronchique, mais aussi au niveau 
alvéolaire peuvent se développer, affecter l’intégrité de l’épithélium respiratoire (83, 132, 
133, 140, 143) et par conséquent, ébranler toute la physiologie respiratoire.  
Un éventail varié de thérapies et de traitements est disponible pour tenter de 
corriger le défaut primaire et traiter les symptômes et les manifestations de la pathologie 
de la FK (45, 54, 64, 66-68; voir figures 29 et 30). Toutefois, il existe une facette de la 
pathologie qui n’a pas encore été explorée, soit la régénération épithéliale. En effet, peu 
d’efforts et de ressources ont été investis dans la recherche des thérapies et traitements 
pourrait aider la réparation des lésions dont l’épithélium respiratoire est la cible. Il a été 
démontré qu’il existait un délai de la régénération épithéliale des cellules nasales FK 
comparativement à celle observée dans l’épithélium nasal sain dans un modèle de 
xénogreffe humanisé (82). Le but de cette étude est donc de mieux comprendre les 
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mécanismes de réparation de l’épithélium alvéolaire et bronchique afin de développer des 
stratégies pouvant promouvoir éventuellement la régénération épithéliale chez les 
patients FK.  
Il est connu que les processus de réparation dépendent de plusieurs facteurs de 
croissance (134, 137, 139, 140, 143). Le facteur de croissance épidermique (EGF) peut 
activer son récepteur par voie autocrine ou paracrine. Dans plusieurs types cellulaires, 
l’activation de l’EGFR peut induire différents phénomènes motogéniques, mitogéniques 
et morphogéniques. Suite à la liaison de l’EGF sur son récepteur, différentes voies de 
signalisation, telles que Ras-MAPK et PI3K-Akt sont activées et impliquées dans le 
processus de migration et de prolifération cellulaire, essentiels à la régénération 
épithéliale (147). En effet, on aurait observé une augmentation de l’expression du 
récepteur EGFR dans la région entourant la lésion (134, 137). Il a également été 
démontré que l’activation de l’EGFR stimulait la réparation épithéliale au niveau des 
alvéoles et des voies aériennes (83, 137, 140). J’ai donc décidé d’étudier l’implication de 
l’EGFR dans la régulation des mécanismes de réparation de l’épithélium alvéolaire et 
bronchique. J’ai suspecté une dérégulation de l’activité de l’EGFR dans les tissus FK, 
étant donné que dans cette pathologie, les niveaux de ces facteurs de croissance sont 
élevés (84), mais ne semblent pas aider la régénération épithéliale.  
Il a été démontré que les phénomènes de migration et de prolifération cellulaire 
dépendent également des canaux ioniques. En effet, l’équipe du Dr Schwab a suggéré que 
la mobilité cellulaire dépendait de cycles répétés de formation de pseudopode et de 
rétractation du pôle postérieur de la cellule (voir figure 12). Dans son modèle, ces 
phénomènes étaient régulés par la réorganisation du cytosquelette d’actine ainsi que de la 
variation du volume cellulaire modulée par différents canaux ioniques, tels que le NHE1, 
les canaux K+ et les aquaporines. En fait, les canaux K+ seraient responsables de la phase 
de rétractation du pôle postérieur de la cellule via l’efflux de K+ qui entraîne la réduction 
du volume cellulaire (135; voir figure 12). Les canaux K+ semblent également impliqués 
dans la prolifération cellulaire. Il a été suggéré que l’efflux ionique par les canaux K+ 
entraînerait une variation de la concentration du Ca2+i et du volume cellulaire, qui sont 
considérés comme des signaux de prolifération (123). Il semblerait aussi que les canaux 
K+ soient impliqués dans la progression du cycle cellulaire via l’hyperpolarisation de la 
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membrane cellulaire, la régulation des cyclines et la stimulation des inhibiteurs de 
kinases cycline-dépendantes, contrôlant le cycle cellulaire (145, 146, 148-150). Nous 
avons également décidé d’étudier le rôle des canaux K+ dans les mécanismes de 
réparation de l’épithélium respiratoire. 
Dans plusieurs types cellulaires, il a été démontré que les phénomènes de 
prolifération et de migration, stimulés par des facteurs de croissance, semblent dépendre 
de l’activation des canaux K+ (159-163). À ce jour, la relation entre les canaux K+ et les 
facteurs de croissance n’avait pas encore été explorée au niveau de l’épithélium 
respiratoire. Le but de mon travail est donc l’étude de l’implication des canaux K+ et de 
l’EGF dans les processus de réparation de l’épithélium FK.  
 
Mes hypothèses de recherche sont : 
1) L’épithélium alvéolaire et bronchique sain possède la capacité de se réparer 
suite à une lésion mécanique selon un modèle établi dans le laboratoire du Dre 
Emmanuelle Brochiero. Cependant, nous avons posé l’hypothèse, comme le suggère 
l’équipe du Dre Coraux, qu’il existe un problème et/ou délai de réparation au niveau 
de l’épithélium bronchique FK. 
2) Si les facteurs de croissance peuvent réguler les processus de migration et de 
prolifération cellulaire, il semble logique que l’activation du récepteur EGFR pourrait 
jouer un rôle dans la réparation de l’épithélium alvéolaire et bronchique sain. 
3) L’activité des canaux K+ peut réguler les processus de migration et de 
prolifération cellulaire dans d’autres types cellulaires. Il semble donc possible que les 
canaux K+ pourraient être impliqués dans la réparation de l’épithélium alvéolaire et 
bronchique sain via la stimulation des processus de migration et de prolifération 
cellulaire. 
4) Si l’EGF et les canaux K+ modulent les processus de migration et de 
prolifération cellulaire et que dans d’autres types cellulaires, on a démontré qu’ils 
pouvaient coopérer, il semble alors possible qu’il existe une relation de couplage 
entre l’EGF et les canaux K+.  
5) Puisque l’activation du récepteur EGFR couplée à l’activité des canaux K+ est 
impliquée dans la réparation de l’épithélium alvéolaire et bronchique sain, j’ai 
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suspecté que le problème et/ou délai de réparation au niveau de l’épithélium 































Chapitre 3 – Résultats publiés et contribution aux articles 
 
 Les thèmes abordés dans les articles présentés dans les chapitres suivants sont le 
reflet des travaux que j’ai accomplis lors de ma maîtrise. Ces manuscrits mettent en 
évidence le rôle de l’EGF et des canaux K+ dans les processus de réparation de 
l’épithélium respiratoire. En effet, la régénération épithéliale constitue une option 
thérapeutique à ce jour peu connue et inexploitée pour des pathologies pulmonaires où les 
processus lésionnels au niveau de l’épithélium des voies aériennes et alvéolaire sont 
importants, telles que la fibrose kystique. Enfin, ces articles mettent l’emphase et 
soulignent l’importance de ces canaux K+ dans plusieurs phénomènes physiologiques au 
niveau du système respiratoire. 
 
3.1 Article 1: Trinh NT, Privé A, Kheir L, Bourret JC, Hijazi T, Amraei MG, Noël J, 
Brochiero E. Involvement of KATP and KvLQT1 K+ channels in EGF-stimulated 
alveolar epithelial cell repair processes. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2007, 293 
(4):L870-82.  
 
Résumé : Plusieurs pathologies pulmonaires, dont entre autre la fibrose kystique, 
présentent des lésions non-spécifiques au niveau de l’épithélium alvéolaire. D’où 
l’intérêt d’explorer dans cet article l’hypothèse que le rôle crucial des canaux K+ et 
l’EGF dans la réparation épithéliale alvéolaire. À l’aide d’un modèle de plaie 
mécanique, nous avons suivi la réparation de monocouches de cellules alvéolaires de 
type II (ATII) de rat en culture primaire au cours du temps. L’application d’un 
anticorps anti-EGF ou des inhibiteurs des tyrosines kinases AG825 et AG1478 des 
récepteurs du EGFR (erbB1) et du erbB2 réduit la refermeture des plaies. Ensuite, la 
migration cellulaire, mesurée en chambre de type Boyden, est stimulée par l’addition 
d’EGF exogène, mais également stimulée par des milieux conditionnés récupérés des 
monocouches lésées. Cet effet est renversé par l’addition d’anticorps anti-EGF 
indiquant la présence d’une boucle autocrine EGF-EGFR. L’activité du récepteur 
EGFR est également augmentée dans les monocouches lésées. Ces expériences 
démontrent que les processus de réparation des cellules ATII dépendent de 
 74
l’activation de l’EGFR. Nous avons aussi évalué l’implication des canaux K+ 
précédemment mis en évidence dans le laboratoire du Dre Emmanuelle Brochiero via 
l’étude de l’impact de modulateurs en condition de base et celle stimulée à l’EGF. 
L’application de l’activateur du canal KATP stimule la migration cellulaire alors que 
les inhibiteurs des canaux K+ réduisent les processus de réparation stimulés à l’EGF. 
De plus, nous avons démontré que l’activité et l’expression des canaux K+ étaient 
stimulées par l’EGF. Cette étude démontre pour la première fois que le couplage entre 
l’activité de l’EGFR et des canaux K+ joue un rôle crucial dans les processus de 
réparation épithéliale alvéolaire.  
 
Ma contribution : Les premiers résultats préliminaires à l’origine de cet article 
avaient été obtenus avant mon arrivée, mais j’ai toutefois effectué une grande partie 
des expériences présentées dans cet article sous la supervision du Dre Emmanuelle 
Brochiero. J’ai également participé à la rédaction de ce manuscrit avec l’aide de ma 
directrice de recherche Dre Emmanuelle Brochiero.  
 
3.2 Article 2: Trinh NT, Privé A, Maillé E, Noël J, Brochiero E. EGF and K+ channel 
activity control normal and cystic fibrosis bronchial epithelia repair. Am J Physiol Lung 
Cell Mol Physiol. 2008, 295 (5):L866-80. 
 
Résumé : Puisque que nous avons établi que les canaux K+ et l’EGF étaient cruciaux 
pour la réparation épithéliale; dans cet article, nous avons voulu déterminer leur rôle 
dans la réparation de l’épithélium bronchique fibrose kystique (FK). À l’aide du 
même modèle de plaie mécanique développé lors du projet sur les cellules ATII, nous 
avons étudié les processus de réparation des lignées de cellules bronchiques saines 
(NuLi-1) et FK (CuFi-1). Nous avons d’abord démontré que les cellules FK 
montraient un délai de réparation de base. Tout comme la réparation épithéliale 
alvéolaire, les processus de réparation des cellules bronchiques dépendent de l’EGF. 
L’activité du récepteur EGFR de base et dans les monocouches lésées des cellules FK 
est également plus faible que celle des cellules saines. Nos expériences utilisant des 
milieux conditionnés suggèrent également que les cellules FK sécrètent moins d’EGF 
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que les cellules saines suite à une lésion. Ces résultats soutiennent l’hypothèse que la 
signalisation via le récepteur EGFR est défaillante dans les cellules FK, ce qui 
pourrait expliquer leur délai de réparation. Nous avons également étudié l’implication 
des canaux K+ par l’utilisation des modulateurs. En effet, les processus de réparation 
stimulés à l’EGF sont diminués suite à l’application des inhibiteurs des canaux K+. 
Nous avons également montré que les canaux K+ étaient moins exprimés et moins 
actifs dans les cellules FK. Enfin, nous avons démontré que l’inhibition du canal 
CFTR ne semble pas être seul responsable de la différence de réparation entre les 
cellules saines et FK. Cette étude suggère que le retard de réparation observé chez les 
cellules FK est causé par une altération de l’activité du récepteur EGFR couplée à une 
diminution de l’activité et de l’expression des canaux K+.  
 
Ma contribution : J’ai effectué la plupart des expériences présentées dans cet article 
sous la supervision du Dre Emmanuelle Brochiero. Pour ce qui est des mesures de 
l’activité du récepteur EGFR, la manipulation s’est effectuée sous la supervision du 
Dre Josette Noël de l’Université de Montréal. J’ai également participé à l’écriture de 
ce manuscrit, sous la direction de ma directrice de recherche Dre Emmanuelle 
Brochiero. 
 
3.3 Article 3: Bardou O, Trinh NT, Brochiero E. Molecular diversity and function of K+ 
channels in airway and alveolar epithelial cells. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 
2009, 296 (2):L145-55. 
 
Résumé : Cet article est une revue qui porte sur la diversité moléculaire ainsi que la 
fonction des canaux K+ présents au niveau de l’épithélium respiratoire. Nous y 
présentons les 3 principales classes de canaux K+ : 1) les canaux constitués de six 
segments transmembranaire (TMD, transmembrane domain) dépendants du voltage 
ou activés par le calcium, 2) les canaux constitués de quatre TMD comportant deux 
pores et 3) les canaux constitués de deux TMD à rectification entrante. Nous 
décrivons les canaux de chacune de classe en spécifiant leur localisation tissulaire 
et/ou cellulaire. Nous exposons ensuite leur fonction au niveau de la physiologie 
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épithéliale respiratoire. Selon la littérature, les canaux K+ joueraient un rôle dans le 
processus d’échange gazeux, la stabilité alvéolaire, la réponse inflammatoire, le 
transport des fluides et des ions ainsi que dans la réparation épithéliale. Cette dernière 
section relate essentiellement les résultats obtenus dans le laboratoire du Dre 
Emmanuelle Brochiero, présentés dans les manuscrits I et II. Cet article permet de 
mieux comprendre l’énorme diversité moléculaire des canaux K+ en mettant 
l’emphase sur leurs multiples rôles soulignant ainsi leur importance dans différents 
phénomènes de la physiologie pulmonaire.  
 
Ma contribution : J’ai participé à environ 30% du processus de rédaction de cet 
article, qui a été co-rédigé par un étudiant au doctorat Olivier Bardou et par ma 
directrice de recherche Dre Emmanuelle Brochiero. J’ai également participé au 
processus de correction et de relecture.  
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Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 293: L870–L882, 2007. First
published July 13, 2007; doi:10.1152/ajplung.00362.2006.—Several
respiratory diseases are associated with extensive damage of lung
epithelia, and the regulatory mechanisms involved in their regenera-
tion are not clearly defined. Growth factors released by epithelial cells
or fibroblasts from injured lungs are important regulators of alveolar
repair by stimulating cell motility, proliferation, and differentiation. In
addition, K channels regulate cell proliferation/migration and are
coupled with growth factor signaling in several tissues. We decided to
explore the hypothesis, never investigated before, that K could play
a prominent role in alveolar repair. We employed a model of mechan-
ical wounding of rat alveolar type II epithelia, in primary culture, to
study their response to injury. Wound healing was suppressed by
one-half upon epidermal growth factor (EGF) titration with EGF-
antibody (Ab) or erbB1/erbB2 tyrosine-kinase inhibition with AG-
1478/AG-825. The addition of exogenous EGF slightly stimulated the
alveolar wound healing and enhanced, by up to five times, alveolar
cell migration measured in a Boyden-type chamber. Conditioned
medium collected from injured alveolar monolayers also stimulated
cell migration; this effect was abolished in the presence of EGF-Ab.
The impact of K channel modulators was examined in basal and
EGF-stimulated conditions. Wound healing was stimulated by pinaci-
dil, an ATP-dependent K channel (KATP) activator, which also
increased cell migration, by twofold, in basal conditions and potenti-
ated the stimulatory effect of EGF. KATP or KvLQT1 inhibitors
(glibenclamide, clofilium) reduced EGF-stimulated wound healing,
cell migration, and proliferation. Finally, EGF stimulated KATP and
KvLQT1 currents and channel expression. In summary, stimulation of
K channels through autocrine activation of EGF receptors could play
a crucial role in lung epithelia repair processes.
lung; adenosine 5-triphosphate-stimulated potassium channel; Kv-
LQT1 K channels; epidermal growth factor; alveolar cell repair;
migration; proliferation
RESPIRATORY PATHOLOGIES SUCH as adult respiratory distress
syndrome or cystic fibrosis, characterized by dysfunctional ion
(Na and Cl) transport and fluid clearance, are also associ-
ated with extensive damage of airway and alveolar epithelia (4,
15, 18, 19, 42, 49). Several processes are sequentially engaged
in pulmonary epithelia regeneration after injury: 1) spreading
and migration of healthy cells, 2) proliferation, and 3) differ-
entiation of stem cells (4, 15, 29, 42, 62). However, the
external mediators and intracellular signals that control migra-
tion, proliferation, and differentiation processes are not clearly
defined.
Role of Growth Factors in Lung Epithelia Repair
After injury, surviving epithelial cells and fibroblasts poten-
tially release proinflammatory cytokines and growth factors.
Among them, hepatocyte growth factor (HGF) is synthesized
predominantly by fibroblasts and macrophages, whereas epi-
dermal growth factor (EGF) is expressed and secreted by
fibroblasts and epithelial cells (2, 5, 37, 39, 49). Afterward,
HGF and EGF act, respectively, via paracrine and autocrine
pathways through HGF receptors (HGF-R or c-Met) and EGF
receptors (EGF-R). EGF ligands (EGF, transforming growth
factor-, heparin-binding EGF-like growth factor, etc. . .) bind
several subtypes of EGF-R, erbB1 (or HER1), erbB2, erbB3,
and/or erbB4, which are expressed at the cell surface of
pulmonary epithelial cells (2, 18, 37–39, 52, 61). After EGF
ligand binding and autophosphorylation at its multiple COOH-
terminal tyrosine residues, activated EGF-R transmit intracel-
lular signals through docking sites for downstream signaling
molecules (20). Activated EGF-R induce mitogenic, mo-
togenic, and morphogenic cellular responses, which are crucial
in the airway and alveoli epithelial repair process (5, 15, 28, 29,
38, 49, 50, 53). Unfortunately, in cystic fibrosis patients, for
example, elevated endogenous levels of growth factors are not
sufficient to protect lung epithelia from injury (49). Thus it will
be important to develop other strategies to potentiate their
effects.
Role of K Channels in Repair Processes
K channels have been shown to play a major role in Cl
and Na transepithelial transport through lung epithelia (10,
26, 27, 31, 33, 34). In alveolar monolayers, we demonstrated
recently that ATP-dependent K (KATP) and KvLQT1 channel
activity regulated epithelial Na channel (ENaC) and cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator activity and ex-
pression as well as fluid absorption (27). In addition to this role
in epithelial transport, K channels could also be important in
the repair process of lung epithelia by regulating cell prolifer-
ation and migration. Indeed, several studies have demonstrated
that KATP channels, Ca2-activated intermediate IKCa chan-
nels, and channels from the voltage-dependent Kv family
modulate the proliferation of various cell types (6, 21, 24, 25,
32, 35, 36, 51, 54, 56, 57, 60). It has been postulated that K
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channel activity could affect cell proliferation by altering
membrane potential, intracellular Ca2 ([Ca2]i), cell volume
and/or growth factor-mediated mitogenic signaling (17, 35, 55,
60). KATP, KCa, and Kv K channels also regulate the migra-
tion process in several cell types (11, 23, 30, 40, 43, 46, 47).
The role of IKCa channels in cell migration has been studied
considerably. It has been proposed (44, 45, 47) that a rise in
[Ca2]i and massive K efflux through IKCa channels causes
shrinkage of the cell pole and induces retraction of the rear part
of the migrating cell, promoting cell movement. Thus K
channels not only play a role in ion transport in lung epithelia
but could also participate in repair processes. Up to now, the
cell proliferation, migration, and repair functions of K chan-
nel activity have never been explored in lung epithelia.
A coupling mechanism could link K channel activity to
growth factor signaling. It has been reported recently that EGF
hyperpolarizes membrane potential through the modulation of
KCa channels in PC-12 cells (48). Such activation of K
channel activity and/or expression by EGF has also been
demonstrated in mucous airway cells (22), corneal epithelial
cells (41), myeloblastic cells (54), and vascular smooth muscle
cells (VSMC; see Refs 21 and 25). Moreover, it has been
shown that EGF-induced proliferation of corneal epithelial
cells (41), VSMC (21, 25), myeloblastic cells (54, 60), and
HGF-stimulated migration of Madin-Darby canine kidney
(MDCK)-F cells (23) are dependent on K channel activation.
The relationship between K channel activity and growth
factor-stimulated cell proliferation and migration has, however,
never been explored in pulmonary epithelia.
A better understanding of the cellular and molecular mech-
anisms, involved in repair processes of lung epithelia from
in vitro models, may be crucial to elaborate strategies favoring
the resolution of lung injuries that will be tested in the future
on in vivo models. The aim of our in vitro study was to better
characterize the role of EGF in the repair of alveolar mono-
layers after mechanical injury and in alveolar migration and
proliferation. We also investigated, for the first time, the effects
of K channel modulators on these repair processes in basic
conditions and after stimulation with EGF. Finally, the impact
of EGF on K currents and K channel expression was
explored.
MATERIALS AND METHODS
Alveolar Epithelial Type II Cell Isolation and Primary Culture
Alveolar epithelial type II (ATII) cells were isolated from adult
male Sprague-Dawley rats (6–7 wk), according to a well-established
protocol (14, 26). In brief, the lungs were washed to remove blood
cells and alveolar macrophages before treatment with elastase. They
were then minced, and the resulting suspensions were filtered. Alveo-
lar cells were collected and purified by a differential adherence
technique (12), which enhances the purity of the ATII cell pool to
86% (7, 26). This freshly isolated cell suspension was cultured on
petri dishes or Costar Transwell permeant filters (1  106 cells/cm2;
Costar Transwell, Toronto, ON) in minimal essential medium (MEM;
Gibco, Invitrogen, Burlington, Toronto) containing 10% FBS (Gibco,
Invitrogen), 0.08 mg/l gentamicin, septra (3 g/ml trimethoprime 
17 g/ml sulfamethoxazole), 0.2% NaHCO3, 10 mM HEPES, and 2
mM L-glutamine, as described previously (26). This MEM-FBS-
septra medium was replaced after 3 days by the same MEM-FBS
without septra.
Wound Healing
Alveolar epithelial cells, cultured for 3 days in MEM-FBS medium
on petri dishes, were injured mechanically with a P10 Gilson pipette
tip. After injury, the monolayers were washed with MEM-FBS to
remove detached, injured cells. The monolayers were then photo-
graphed with a NIKON camera under light microscopy after varied
repair times (0, 24, and 48 h) in control conditions and in the presence
of the K channel modulators 25 ng/ml EGF (Sigma-Aldrich,
Oakville, ON) and 5 g/ml anti-EGF antibody (EGF-Ab; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) and selective inhibitors of erbB1
(tyrphostin AG-1478, 10 M; Sigma-Aldrich) and/or erbB2 (tyrphos-
tin AG-825, 10 M; Sigma-Aldrich) receptors.
Wound width was measured by ImageJ software and represented as
percentage of the initial wound width. At the end of the experiment,
the monolayers were fixed and processed for alkaline phosphatase
assay to identify epithelial ATII cells as described previously (7).
Briefly, the cells were fixed for 30 s at room temperature in cold
paraformaldehyde/acetone solution [4% paraformaldehyde (wt/vol),
0.02% Na2HPO4 (wt/vol), 0.1% KH2PO4 (wt/vol), 45% acetone
(vol/vol), pH 6.6], rinsed for 1 min in distilled water, and air-dried.
Fixed cells were incubated for 90 min at 37°C in a fresh staining
solution containing 0.05% Fast Blue BB salt in stock staining solution
(30 mg naphtol-AS-phosphate in 0.5 ml N,N-dimethylformamide
filled up to 100 ml with 0.2 M Tris base). The samples were then
rinsed with distilled water for 1 min and air-dried. The cells were
counterstained with 0.1% neutral red solution for 3 min at room
temperature, rinsed for 1 min, air-dried, and photographed.
Conditioned media were also collected for migration assay. Briefly,
alveolar monolayers were cultured for 3 days in MEM-FBS medium
on petri dishes. A first group of petri dishes was washed three times
with FBS-free MEM; one-half of them was injured mechanically,
whereas the other half was not. All petri dishes were then washed with
FBS-free MEM to remove detached or injured cells. The “wounded”
or “unwounded”, FBS-free conditioned media were collected after
1 h. The same protocol was repeated with a second group of petri
dishes in the presence of MEM-FBS to obtain wounded or unwounded
complete MEM-FBS conditioned media.
Time-Lapse Experiments
Time-lapse images were taken with a 10 objective and an
Olympus microscope at 5-min intervals with a digital camera
connected to a microscope over a 12-h time period. Small wounds
(half-size compared with standard wound-healing experiments)
were performed to reduce the duration of these experiments.
Complete closure was observed after 12 h.
Cell Migration in Boyden-Type Chamber
Alveolar cells were cultured on plastic supports for 2 days in
MEM-FBS medium, washed in PBS, and separated with trypsin-
EDTA (Gibco, Invitrogen). Cell suspensions were collected by cen-
trifugation, and the cells were suspended in FBS-free MEM and
counted. Cell viability after trypsinization was verified with Trypan
blue. In addition, an alkaline phosphatase test was employed to verify
the ATII phenotype of these cells. Briefly, an aliquot of cell suspen-
sion was seeded on plastic supports. After adherence, the cells were
fixed and subjected to alkaline phosphatase assay, as described above.
About 90% of the cells were positive, which indicated that the
trypsinization of ATII cells did not affect their phenotype. For the
migration assay, the cell suspension obtained after trypsinization was
placed (150,000 and 75,000 cells for 6 and 24 h migration, respec-
tively) in the upper compartment of 8-m pore filters (0.33 cm2, Thin
Certs-TC inserts, Greiner Bio-one; MJS Biolynx, Brockville, ON).
The lower compartment was filled with FBS-free MEM in the pres-
ence or absence of the K channel modulators EGF or EGF-Ab. After
a 6- or 24-h migration period, the filters were washed with PBS, and
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migrating cells that passed through the lower face of the filters were
fixed with a paraformaldehyde/acetone solution and stained overnight
with crystal violet (0.1% in 20% methanol). After some washings,
nonmigrating cells of the upper compartment were scraped off with
Q-Tips (Fischer, Napean, ON). The filters were examined by micros-
copy at40 enlargement, and cells that had migrated were counted in
five different fields.
In migration assays with conditioned medium, alveolar cell sus-
pensions were resuspended in FBS-free MEM or MEM-FBS media
and placed in the upper compartment of the filters. The lower
compartment was filled with the relevant wounded or unwounded
FBS-free MEM or MEM-FBS conditioned medium (see Wound
Healing) in the presence or absence of 5 g/ml EGF-Ab.
Cell Proliferation
Freshly isolated alveolar cells were seeded at low density
(150,000 cells/well) in 12-well cell culture clusters (Costar; Corn-
ing, Corning, NY) and cultured for 3 days in MEM-FBS-septra
medium (until 50% confluence). On day 3, the culture medium was
replaced by MEM-FBS medium containing 0.5 Ci/ml [3H]thymi-
dine (MP Biomedical, Irvine, CA) in the presence of the K
channel modulators EGF or EGF-Ab. After a 24-h period, the
[3H]thymidine medium was removed by inversion and replaced by
ice-cold trichloroacetic acid (TCA 5%, 5–10 min). TCA was then
discarded, and the plates were washed in three successive ice-cold
water baths. The cells were lysed with 0.1 N NaOH, transferred to
scintillation tubes, and counted (Bq/cm2) in a beta counter (Tri-
carb, 1600TR liquid scintillation analyzer; Canberra Packard).
Protein contents were estimated by Coomassie blue assay (Brad-
ford, Pierce, Rockford, IL) of an aliquot of each sample. [3H]thy-
midine incorporation was corrected for protein content and pre-
sented as a percentage of control values (without modulators).
Immunoblotting
Total proteins were extracted from alveolar cells (obtained from at
least 4 different rats), cultured on plastic dishes for 3 days, and treated
or not with EGF or EGF-Ab. In some experiments, the monolayers
were wounded 30 min before protein extraction.
For the detection of phosphorylated forms of EGF-R
(p-EGF-R or p-erbB1) and erbB2, the monolayers were washed
two times with ice-cold PBS, and proteins were extracted after cell
scraping in the presence of 3 hot (95°C) Laemmli buffer (15%
-mercaptoethanol, 7.5% SDS, 30% glycerol, 300 mM Tris  HCl,
pH 6.8, bromophenol blue) for immediate inhibition of cellular
proteases and phosphatases. Protein contents were estimated in an
equivalent cell preparation after extraction with 1 N NaOH. Pro-
teins (200 – 400 g) were separated by SDS-PAGE (7.5%) and
transferred to Hybond C extra nitrocellulose membranes (Amer-
sham/GE, Baie D’Urfe´, QC). The nitrocellulose membranes were
first incubated with 4% fraction V BSA in TBS containing Tween
20 (TBST, 500 mM NaCl, 20 mM Tris HCl, and 0.1% Tween 20,
pH 7.4) for 1 h at room temperature. The erbB1 and erbB1
phosphorylated on tyrosine-1148 or -845 as well as erbB2 and
erbB2 phosphorylated on tyrosine-877 were then blotted with a
1:1,000 dilution of commercially available specific antibodies in
TBST plus 2% fraction V BSA [erbB1 (no. 2232; Cell Signaling
Technologies, Danvers, MA), phosphorylated (p)-EGF-R1148 (no.
4404; Cell Signaling Technologies), p-EGF-R845 (no. 2231; Cell
Signaling Technologies), and erbB2 (no. E3451-27; USBiologi-
cal)] for at least 2 h at room temperature and detected with goat
horseradish peroxidase-labeled rabbit immunoglobulins (Jackson
Immunoresearch). Ponceau staining was performed, and -actin
protein was revealed with the monoclonal AC15 antibody at a
1:50,000 dilution (Sigma-Aldrich) to ensure equivalent loading.
For KvLQT1 and Kir6.1 K channel detection (27), the cells were
detached by gentle scraping, and the cell suspension was centrifuged
at 2,800 g at 4°C for 15 min. The cell pellet was solubilized in lysis
buffer [150 mM NaCl, 50 mM Tris HCl, pH 7.6, 1% Triton X-100,
0.1% SDS, protease inhibitor cocktail (Complete Mini EDTA-free
protease inhibitor cocktail; Roche, Mannheim, Germany)] for 1 h on
ice and centrifuged at 12,000 g for 15 min. The supernatants were
collected, and protein contents were measured. The proteins were then
solubilized at 95°C for 5 min in 2 sample buffer (62.5 mM
Tris HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 0.2% bromophenol blue,
and 4% -mercaptoethanol). Proteins (40 g) were separated by
SDS-PAGE (7.5%) and transferred onto polyvinyl difluoride mem-
branes. The membranes were first blocked with 10% dried milk in
TBST for 1 h at room temperature and then stained with commercial
polyclonal anti-Kir6.1 (dilution 1:200, sc-11224; Santa Cruz Biotech-
nology,) or anti-KvLQT1 (dilution 1:500, sc-10645; Santa Cruz Bio-
technology) in TBST plus 10% milk for 16 h at 4°C. After being
washed with TBST, the membranes were incubated with a donkey
anti-goat IgG (Santa Cruz Biotechnology) linked to horseradish per-
oxidase for 1 h. Proteins were revealed by chemiluminescence reagent
(ECL Plus; Amersham) and exposed to Kodak Biomax light film. The
anti-Kir6.1 and anti-KvLQT1 antibodies, respectively, recognized an
50- and 75-kDa protein (27). The specificity of anti-Kir6.1 and
anti-KvLQT1 antibodies was verified with their respective blocking
peptide (sc-11224P and sc10645P; Santa Cruz Biotechnology; see
Ref. 27). Ponceau staining was also performed, and -actin protein
was revealed with a purified mouse anti--actin monoclonal Ab
(dilution 1:2,500, CLT9001; Cerdarlane Laboratory Limited) to en-
sure equivalent loading. The intensity of each specific band corre-
sponding to K channel protein was quantified with ImageJ software
and normalized to the -actin signal.
Semiquantitative PCR
RNA purification. Total RNA from alveolar epithelial cells cultured
on filters for 4 days was purified with TRIzol reagent according to the
manufacturer’s (Invitrogen) instructions.
PCR amplification of ionic channels. Total RNA (5 g) purified
from cultured alveolar epithelial cells (on permeant filters) was re-
verse transcribed to cDNA with Moloney murine leukemia virus RT
(Invitrogen) in the presence of oligo(dT) primers. cDNAs were
amplified with Taq polymerase (Invitrogen), employing specific prim-
ers designed from sequences of the following cloned K channels: rat
KvLQT1 (sense: 5-cccatctcagaaaagagcaa-3, antisense: 5-tcttggt-
gagctccagattc-3, 1 M final concentration of each, 462-bp PCR
product) and rat Kir6.1 (sense: 5-cgcccacggggacatctatgc-3, anti-
sense: 5-agggggctacgcttatcaat-3, 1 M final concentration of each,
544-bp PCR product). EGF expression was also evaluated using the
rat EGF primer pair (sense: 5-gaaggagtagacacgccaga-3, antisense:
5-tgggtgacctacatcgttct-3, 1 M, 408-bp PCR product). Finally, the
-actin primer pair (sense: 5-ctaaggccaaccgtgaaaag-3 and antisense:
5-gccatctcttgctcgaagtc-3, 0.25 M) amplified a 311-bp product (7,
27). Primer pairs were designed in distinct exons to avoid genomic
DNA amplification. Semiquantitative RT-PCR amplification was un-
dertaken according to a well-established laboratory protocol (7, 26,
27). Briefly, cDNA amplification curves as a function of the number
of amplification cycles were first charted for each primer pair to define
the optimum number of cycles in the linear phase of amplification.
The KvLQT1 product was amplified for 24 cycles and Kir6.1 for 30
cycles, whereas -actin amplification was stopped after 17 cycles.
Because -actin amplification remains stable under all test conditions,
even in the linear phase of amplification (26), PCR products were
normalized with the -actin signal for each cDNA sample. The RT-PCR
products were finally separated on agarose gels, stained with ethidium
bromide, and analyzed with the Typhoon Gel Imager (7, 26, 27).
Electrophysiology. The electrophysiological characteristics of al-
veolar monolayers were studied by short-circuit current (Isc) measure-
ments in an Ussing chamber (26, 27). First, alveolar epithelial cells
were cultured on filters (4 cm2; Costar Transwell) for 3 days until they
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formed a tight epithelium (	1,200 
 cm2). The monolayers were
then treated or not for 24 h with EGF. After being washed, the
alveolar monolayers were mounted in a heated (37°C) Ussing cham-
ber and perfused on the apical and basolateral sides with warm
physiological solution. To quantify the amount of active K channels
at the basolateral membrane after treatment with EGF, Isc was mea-
sured after establishment of a K gradient and permeabilization of the
apical membrane with 7.5 M amphotericin B. The apical-to-baso-
lateral K gradient was created by bathing the apical side with a
high-K physiological solution [containing (in mM): 81 NaCl, 65.4
KCl, 0.78 NaH2PO4, 0.8 MgCl2, 1.8 CaCl2, 5 glucose, and 15 HEPES,
pH 7.4], whereas, for the basolateral side, 60 mM of KCl was replaced
by an equivalent amount of N-methyl-D-glucamine chloride. Trans-
epithelial potential difference was clamped to zero by an external
voltage-clamp amplifier (VCCMC2; Physiological Instruments) with
KCl agar-calomel half-cells and Ag-AgCl electrodes, and the resulting
Isc was recorded continuously on a computer with a PowerLab system
(ADInstrument, Toronto, ON; see Ref. 26). Membrane resistance was
verified with 1-mV pulses every minute.
Statistics The data are represented as means  SE collected from
at least four different animals (n 	 4). Comparison between groups
was made by paired t-test or one-group t-test with StatView software
(SAS Institute, Cary, NC). A probability of P  0.05 was considered
to be significant (P values were reported for each experiment).
RESULTS
Wound Healing of Alveolar Monolayers
To study the regulatory mechanisms of injury responses
and repair processes of alveolar epithelia, we adapted a
model of wound injury to primary cultured alveolar cell
monolayers. A mechanical injury protocol was chosen be-
cause it gave more standardized and reproducible results
than chemical injury in our cell model. The wound healing
of alveolar monolayers, cultured in an undefined MEM-FBS
medium (MEM supplemented with FBS) on plastic sup-
ports, was followed over a 48-h period (Fig. 1A). We found
Fig. 1. Effect of epidermal growth factor
(EGF) on alveolar wound healing. Alveolar
epithelial cells in primary culture (for 3 days)
were injured mechanically, and wound healing
was followed over a 24- to 48-h period. Photo-
graphs of alveolar monolayers taken just after
wounding [time (T) 0] and at 24 h (T24h) and
48 (T48h) h of repair are shown in A. Mono-
layers were stained with alkaline phosphatase
and counterstained with neutral red. In B, the
percent of repair, after mechanical injury, was
compared in control monolayers (“ctl”, MEM-
FBS medium) and monolayers treated with
EGF (“EGF”, MEM-FBS  25 ng/ml EGF,
n  31, *P  0.002) and anti-EGF antibody
(“EGF-Ab”, MEM-FBS 5 g/ml EGF-Ab,
n  28, **P  0.0001). Images of alveolar
monolayers taken just after wounding (T0) and
at 24 h of repair in control (“T24h”) and EGF-
Ab-treated (“T24h  EGF-Ab”) conditions are
shown in C. The inhibitory effects of EGF-Ab
and of the specific inhibitors of erbB1 and
erbB2 receptors (AG-1478 and AG-825, re-
spectively) were then compared. Inhibition of
repair by EGF-Ab (MEM-FBS  5 g/ml
EGF-Ab, n 28), AG-1478 (MEM-FBS 10
M AG-1478, n 5), and AG1478AG-825
(MEM-FBS  10 M AG1478  10 M
AG-825, n  5) compared with control non-
treated monolayers is shown in D. NS, not
significant. *P  0.03.
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54  3% repair at 24 h after injury and 94.1  2.4% at 48 h
(Fig. 1A). We decided in future experiments to study the
regulation of alveolar repair at 24-h postinjury to be able to
observe a decrease and increase in cell repair. The presence
of FBS in culture medium was crucial since an FBS starva-
tion for 24 h affected monolayer integrity and dramatically
reduced wound healing (15.5  4.2% repair after 24 h, n 
4). Future wound-healing experiments were then performed
in the presence of MEM-FBS medium.
The role of EGF in alveolar monolayer repair was first
explored. The addition of EGF to the culture medium during
wound healing slightly increased repair at 24 h (56.8 3.9 and
66.0  3.4% repair in the absence and presence of EGF,
respectively, n  31, P  0.002, Fig. 1B). In the absence of
exogenous EGF addition, incubation with an anti-EGF-Ab,
which binds free EGF (contained in FBS or potentially released
by injured alveolar cells), reduced wound healing at 24 h by
one-half (n  28, P  0.001, Fig. 1, B-D). These results are
consistent with an EGF autocrine pathway (16).
Because other ligands, such as TGF- or HB-EGF, could be
involved in EGF-R signaling, we tested the impact on wound
healing of erbB1 and erbB2 receptor inhibition by using
tyrphostin AG-1478 and AG-825, respectively. AG-1478 (10
M) significantly reduced wound healing; however, the ob-
served inhibition was smaller (38.2  4.4% inhibition, n  5)
than that measured in the presence of EGF-Ab (P  0.03, Fig.
1D). Inhibition of both erbB1 and erbB2 receptors, in the
presence of AG-1478 and AG-825, reduced alveolar repair by
48.2  6.1% (n  5), an effect comparable to that of EGF-Ab
(difference: 5.9  5.3%, P  0.3, not significant). These
results suggested that, in our experimental conditions, alveolar
repair regulation by erbB1 signaling (and to a lesser extent,
erbB2) is mostly the result of their activation through EGF. For
this reason, we focused our study on EGF ligand in future
experiments.
Activation of EGF-R Upon Injury Through an
Autocrine EGF Loop
Because EGF-Ab reduced wound healing probably through
binding to secreted EGF, we first verified the EGF expression
in alveolar epithelial cells. As shown in Fig. 2A, the rat EGF
primer pair amplified, as expected, a 408-bp product from the
cDNA of primary cultured epithelial alveolar cells.
Because wound repair was sensitive to erbB1 and erbB2
inhibitors, the presence of these two receptors was explored by
Western blotting. Although erbB1 was consistently detected
with 200 g protein (Fig. 2B), erbB2 was barely detectable
(data not shown). These results are in accord with the negligi-
ble effect of AG-825 when applied alone. Activation of the
erbB1 receptor, estimated by the phosphorylation level of
tyrosine-1148 or -845 (p-EGF-R1148 and p-EGF-R845), was
evaluated by immunoblotting. As shown in Fig. 2C, the erbB1
receptor of alveolar cells cultured on petri dishes was phos-
phorylated upon EGF stimulation (10 min), whereas 24 h
treatment with EGF-Ab decreased the level of phosphoryla-
tion. The impact of injury on EGF-R phosphorylation was also
evaluated. In this experiment, alveolar monolayers were in-
jured mechanically as usual, and proteins were extracted after
30–60 min. ErbB1 phosphorylation was enhanced in wounded
compared with intact monolayers (Fig. 2D). A smaller stimu-
lation of erbB2 was observed in some wounded monolayers
(data not shown). These results support EGF autocrine loop
involvement in alveolar wound healing.
Effect of K Channel Modulators on Alveolar
Wound Healing
We recently identified the presence of functional KATP,
KvLQT1, and IKCa channels in alveolar cells (26, 27). The
impact of KATP, KvLQT1, and IKCa channel modulators was
explored on wound healing of alveolar monolayers under basic
and EGF-stimulated conditions. We observed that the presence
of pinacidil (100 M, an efficient dose to stimulate KATP when
added in acute or chronic protocols; see Ref. 27), applied just
after injury, did not significantly modify wound repair mea-
sured at 24 h (Fig. 3A) under basic conditions (without EGF)
and after exogenous EGF addition (with EGF). On the other
hand, KATP and KvLQT1 inhibitors [glibenclamide (15 M)
and clofilium (5 M), respectively] slightly reduced basic (Fig.
3A, left) and EGF-stimulated (Fig. 3A, right) wound repair.
Applied in combination, these inhibitors severely inhibited
alveolar repair in basic (65.5  6.2% in untreated monolayers
vs. 31.1  7% in glibenclamide  clofilium-treated monolay-
ers, n  8, P  0.0003; Fig. 3A, left) and EGF-stimulated
(74.4  5.6% in untreated monolayers vs. 40.4  6.8% in
Fig. 2. Activation of EGF-receptor upon injury and EGF stimulation.
A: representative agarose gel showing the PCR product amplified by the rat
EGF primer pair from alveolar cell cDNA. B: erbB1 protein expression was
detected by Western blotting. MW, mol wt. The erbB1 tyrosine phosphoryla-
tion was compared by immunoblotting, using phosphorylated (p)-EGF-R1148
and p-EGF-R845 antibodies in intact monolayers cultured in control conditions
(C and D), in the presence of EGF-Ab (5 g/ml, 24 h, n  5; C), or stimulated
for 10 min before protein extraction with EGF (EGF, 25 ng/ml, n  5; C) as
well as in injured monolayers (“wound,” the injured area represents 10–13%
of the total surface, n  3; D). -Actin protein was revealed after antibody
stripping to ensure equivalent loading.
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glibenclamide  clofilium-treated monolayers, n  8, P 
0.004; Fig. 3A, right) conditions. Inhibitors of IKCa channels
(charybdotoxin or Tram-34) were without effect (data not
shown).
We noted a higher contribution of K channel modulators
on the repair capacity of alveolar cells when the monolayers
were first pretreated with these agents 24 h before wounding.
In the absence of EGF, pinacidil (100 M) slightly enhanced
alveolar repair (55.5  4.2% in untreated monolayers vs.
64.2 5% in pinacidil-treated monolayers, n 13, P 0.013,
Fig. 3B, left). However, we observed that pinacidil did not
further enhance wound healing in EGF-stimulated conditions
(Fig. 3B, right). This absence of additional stimulatory effect
of EGF and pinacidil suggested that they could share a com-
mon pathway. Inhibition of KATP or KvLQT1 channels with 15
M glibenclamide or 5 M clofilium reduced wound healing
at 24 h by 40–60% in basic (Fig. 3B, left) and EGF-stimulated
(Fig. 3B, right) conditions. As seen in the absence of pretreat-
ments, charybdotoxin and Tram-34 had no effect on basic and
EGF-stimulated wound healing (data not shown). Finally, we
verified that the vehicle (DMSO) had no effect on wound
healing.
The inhibitory effect of glibenclamide was also evaluated in
time-lapse experiments under videomicroscopy. In these ex-
periments, time-lapse images of wound healing in alveolar
monlayers treated or not for 24 h with glibenclamide were
Fig. 3. Effect of K channel modulators on
wound healing. A: alveolar epithelial cell mono-
layers were injured mechanically, and the per-
centage of wound healing measured after 24 h
was compared with control monolayers (“ctl”,
MEM-FBS medium) and monolayers treated
with pinacidil [an activator of ATP-dependent
K (KATP) channels, “pina”, 100 M, n 13],
glibenclamide (an inhibitor of KATP channels,
“glib”, 15 M, n  13), clofilium (an inhibitor
of KvLQT1 channels, “clofi”, 5 M, n  14),
or a combination of glibenclamide plus clofi-
lium (“glib/clofi”, n 8) in the absence (left) or
presence (right) of EGF (25 ng/ml). *P  0.02
and **P 0.0001. In B, alveolar epithelial cell
monolayers were pretreated with pinacidil (100
M, n 13), glibenclamide (15M, n 6), or
clofilium (5 M, n 6) for 24 h before injury.
Monolayers were then wounded, and the per-
centage of repair measured after 24 h was com-
pared in control monolayers and pinacidil-,
glibenclamide-, or clofilium-treated monolayers
in the absence (left) or presence (right) of EGF
(25 ng/ml). *P  0.02 and **P  0.002. C
shows time-lapse images taken at 0, 3, 6, 9, and
12 h after injury in control and glibenclamide-
treated alveolar monolayers. Small wounds
(half size compared with wounds in Fig. 1)
were produced in these experiments to reduce
the duration of the time-lapse experiments. In
these conditions, complete closure was ob-
served after 12 h. Enlargements of wounded
alveolar monolayers during repair are presented
in D. Cells in the wound are undifferentiated
(absence of blue, alkaline phosphatase activity)
and spread, and lamellipodia stretch out to con-
nect the wound edges. Some cells with 2 nuclei
are in division after 24 h.
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taken at 5-min intervals over a 12-h period. Observation of
video 1 (control condition, time 0–7 h after injury) and video
2 (15 M glibenclamide, time 0–7 h after injury) confirmed
that inhibition of KATP channels severely reduced alveolar cell
motility and the rate of repair (Supplemental material for this
article can be found at the American Journal of Physiology:
Lung, Cellular and Molecular Physiology website). Figure 3C
shows images taken 3, 6, 9, and 12 h after injury.
Effect of EGF and K Channel Modulators on Alveolar Cell
Migration and Proliferation
In a previous paper (7), we have reported that ATII cells
progressively changed their phenotype in primary culture (de-
crease of surfactant protein expression and alkaline phospha-
tase activity, a marker of ATII cells). However, as shown in
Fig. 3D, enlargement of the injured monolayer labeled for
alkaline phosphatase activity revealed that intact cells still
developed alkaline phosphatase activity (cells stained in blue).
Conversely, alveolar cells in the wound changed their pheno-
type with a more widespread appearance and absence (red
cells) of alkaline phosphatase activity. Similarly, it has been
established in vivo that alveolar repair involves transdifferen-
tiation from ATII cells onto ATI cells as well as cell migration
and proliferation (3, 15). In our in vitro model, we observed
24 h after injury (Fig. 3D) that lamellipodia of some of the
dedifferentiated cells stretched out to connect the wound edges,
indicating a migratory process. Cell mitosis could also be seen
by the presence of two nuclei in some cells.
Because wound healing was regulated by EGF and K
channel activity, we decided to evaluate their effect on migra-
tion and proliferation processes involved in epithelial repair.
Migration of ATII cells was first measured over a 6-h period in
a Boyden-type migration chamber, in the presence of FBS-free
and EGF-free MEM in both the upper and lower compart-
ments. We first observed that FBS addition, in the lower
compartment or in both the lower and upper compartments,
enhanced the number of migrating cells by sixfold (n  10,
P  0.006) or ninefold (n  10, P  0.012), respectively. The
addition of EGF-Ab (5 g/ml) decreased by 50% the number
of migrating cells measured in the presence of FBS, suggesting
that part of the FBS stimulatory effect was because of the
presence of EGF in FBS medium. For better control of medium
composition, further migration experiments were performed in
the absence of FBS.
The stimulatory effect of exogenous EGF was then evalu-
ated. As illustrated in Fig. 4A, addition of EGF in FBS-free
medium induced fourfold (n  15, P  0.006, Fig. 4A)
increases in cell migration. The hypothesis that EGF release by
injured cells stimulates cell migration was then explored. In
this experiment, conditioned FBS-free MEM, collected from
alveolar monolayers 1 h after injury, was applied in the lower
compartment of the Boyden-type chamber. The conditioned
medium increased the number of migrating cells by threefold
(Fig. 4B, compare bars 1 and 2, n  6, P  0.026); the
stimulatory effect was completely abolished by the presence of
EGF-Ab in the lower compartment (Fig. 4B, bar 3, n  6, P 
0.035). This observation favors an autocrine EGF loop modu-
lating cell migration and wound healing through activation of
EGF-R following EGF release after injury. The presence of
conditioned medium from noninjured monolayers did not sig-
nificantly augment cell migration, even if a tendency toward an
increase was found (Fig. 4B, bars 4 and 5).
The impact of K channel modulators on the phenomenon
was then explored. The mean number, 43  12, of migrating
cells after 6 h in control conditions was enhanced to 91  21
cells in the presence of pinacidil in the lower chamber (2.2-fold
increase, n  5, P  0.0008, Fig. 5A). Conversely, gliben-
clamide and clofilium diminished alveolar cell migration by
76  7% (n  5, P  0.0005) and 56  6% (n  5, P 
0.0012) when compared with their respective control (Fig. 5A).
We then tested the effect of K channel modulators on EGF-
stimulated cell migration (Fig. 5B). We noted that pinacidil
slightly potentiated the effect of EGF. However, pinacidil
stimulation in the presence of EGF (33  8% increment at 6 h,
n  5, P  0.01; Fig. 5B) was smaller than the 2.2-fold
increase observed in the absence of EGF (Fig. 5A), suggesting
that EGF and pinacidil stimulation was mostly the result of the
same pathway. Conversely, EGF-induced cell migration was
reduced with glibenclamide (44  13% inhibition, n  5, P 
0.03) or clofilium (39  11 inhibition, n  6, P  0.02; Fig.
5B). Cell migration was also evaluated over a longer period of
time (24 h), corresponding to the duration of wound-healing
Fig. 4. Effect of EGF and conditioned medium from injured monolayers on
alveolar cell migration. A: no. of migrating cells was measured over a 6-h
period in a Boyden chamber in control conditions (FBS-free MEM) and in the
presence of EGF (FBS-free MEM  EGF 25 ng/ml); n  15. B: conditioned,
FBS-free medium from injured monolayers (wound, collected 1 h after injury,
n  6) or noninjured monolayers (“no-wound,” n  6) was applied in the
lower chamber in the presence (“yes”) or absence (“no”) of EGF-Ab (5 g/ml).
*P  0.04.
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measurements. Similarly to the 6-h experiments, we observed
a stimulation of cell migration at 24 h with pinacidil, whereas
glibenclamide and clofilium inhibited both basic and EGF-
stimulated migration (data not shown).
The effects of K channel modulators and EGF on cell
proliferation were then evaluated by measuring [3H]thymi-
dine incorporation in low-density alveolar cell cultures (Fig.
6). We found that alveolar cell proliferation was highly
dependent on the presence of FBS in MEM, as expected,
since FBS starvation dramatically reduced thymidine incor-
poration (data not shown). Changes in EGF levels slightly
modified alveolar cell proliferation. Indeed, the binding of
soluble EGF by EGF-Ab (5 g/ml) diminished the prolif-
eration by 16  6% (n  5, P  0.04; Fig. 6), whereas the
addition of exogenous EGF (25 ng/ml) enhanced it by only
11  3% (n  11, P  0.01; Fig. 6). In the absence of
exogenous EGF addition, neither KATP stimulation nor KATP
inhibition significantly affected alveolar cell proliferation.
KvLQT1 inhibition, however, reduced cell proliferation by
25.7  5.5% (n  12, P  0.0007; Fig. 6). Interestingly,
EGF-stimulated cell proliferation (Fig. 6) was significantly
reduced after inhibition of KATP and KvLQT1 channels with
glibenclamide (26.4  10.3 inhibition, n  6, P  0.05) and
clofilium (16.4  5.3% inhibition, n  6, P  0.04),
whereas pinacidil potentiated the stimulatory effect of EGF
(27.5  3% increment, n  7, P  0.0001).
Effect of EGF on Transepithelial K Transport Across
Alveolar Monolayers
The impact of EGF on the presence of active K channels
at the basolateral membrane was then evaluated in an Ussing
chamber after permeabilization of the apical membrane of
alveolar monolayers (Fig. 7). In these experiments, an
apical-to-basolateral K gradient was first created. The
apical membrane was then permeabilized with amphotericin
B. After stabilization of the K currents, clofilium (Fig. 7A)
or glibenclamide (Fig. 7B) was applied at the basolateral
membrane to specifically inhibit KvLQT1 or KATP currents.
We observed that the clofilium-sensitive current (Iclofi; 4 
1 A/cm2) was higher than the glibenclamide-sensitive
current (2.2  0.5 A/cm2). The effect of acute (10 min) or
chronic (24 h) exposure to EGF on KvLQT1 and KATP
currents was then evaluated. EGF was applied at the baso-
lateral side, since EGF-R have been found to be segregated
at this membrane (52). Iclofi increased by 1.7-fold (n  4,
P  0.022) after a 10-min application of EGF (Fig. 7A,
right). Similarly, 2.2  0.5 A/cm2 of glibenclamide-
sensitive current (Iglib) rose to 3.4  0.3 A/cm2 after 10
min in the presence of EGF (1.55-fold increment, n  6,
P  0.0107; Fig. 7B, right). Longer EGF stimulation was
also tested. In these experiments, the monolayers were
pretreated with EGF for 24 h, and the cells were then
washed just before Ussing experimentation to evaluate
changes in the active number of K channels at the baso-
lateral membrane in the absence of immediate EGF stimu-
lation. We found that this pretreatment induced a large
increase in Iclofi that reached 9.4  0.6 A/cm2 (n  4, P 
0.007, Fig. 7A, right panel). Similarly, Iglib was elevated by
2.3-fold (n  4, P  0.008, Fig. 7B, right) after long-term
exposure to EGF.
Fig. 5. Effect of K channel modulators on alveolar cell migration. The effect
of the K channel modulators pinacidil (100 M), glibenclamide (15 M), and
clofilium (5 M) on cell migration (6 h) are compared in the absence of EGF
(without EGF, A) and in the presence of EGF (with EGF, B) in MEM FBS-free
medium; n  5. *P  0.03 and **P  0.002.
Fig. 6. Effect of EGF and K channel modulators on alveolar cell prolifera-
tion. Cell proliferation was estimated by measuring [3H]thymidine incorpora-
tion in alveolar epithelial cells over a 24-h period in the presence of FBS
(MEM-FBS medium). [3H]thymidine incorporation was then compared after
treatment with EGF-Ab (MEM-FBS  5 g/ml EGF-Ab, n  5) or EGF
(MEM-FBS  25 ng/ml EGF, n  11) and with the K channel modulators
pinacidil (100 M), glibenclamide (15 M), or clofilium (5 M) in the
absence (n  12) or presence (n  6) of exogenous EGF (MEM-FBS  25
ng/ml EGF) and presented as %control values. *P  0.05 and **P  0.001.
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The effect of EGF on KvLQT1 and Kir6.1 expression was
also explored. We noted that neither KvLQT1 nor Kir6.1
mRNA was affected by 24 h treatment with EGF (Fig. 8A,
n  4), whereas normalized total KvLQT1 (n  9) and KATP
(n  7) protein expressions, measured by Western blotting,
were increased by 55–73% by 24 h EGF treatment (Fig. 8,
B and C).
DISCUSSION
The external mediators and intracellular signals that control
pulmonary cell migration, proliferation, and differentiation
processes are not clearly defined. In the present study, we
confirmed the involvement, in primary epithelial alveolar cells,
of an autocrine EGF loop acting on both erbB1 and erbB2
receptors in the control of epithelial alveolar wound healing as
well as on alveolar cell migration and proliferation. We also
demonstrated, for the first time, that the basic and EGF-
stimulated repair processes of alveolar monolayers were, for
the most part, dependent on KATP and KvLQT1 K channel
activities. Furthermore, close coupling between the EGF/
EGF-R pathway and K channels was highlighted, since both
acute and chronic exposure of EGF stimulated KATP and
KvLQT1 currents and protein expression.
Role of EGF in Alveolar Repair Processes
We first explored the role of the EGF/EGF-R pathway in
alveolar repair processes. EGF expression in primary cultured
epithelial alveolar cells was first confirmed by PCR, as dem-
onstrated previously by Raaberg et al. (39). In addition, we
performed Western blotting experiments to evaluate the nature
of EGF-R in these cells. We detected erbB1 and traces of
erbB2 expression in alveolar ATII cell extracts. Studies on the
identity of EGF-R subtypes along the respiratory tract have
shown that their expression varies with cell type. The erbB1 is
expressed in the majority of lung epithelial cells (2, 5, 37),
including alveolar cells (2, 18, 39). However, erbB2 and erbB3
expression has also been localized in the airways (37, 52). On
the other hand, the level of EGF-R could be regulated after
injury. Higher EGF-R expression has been reported, for exam-
ple, in asthma (5, 38).
Our results have shown that exogenous addition of EGF
enhanced alveolar wound healing as well as alveolar cell
migration and proliferation. The contribution of EGF signaling
in alveolar and airway repair (38, 61) and/or remodeling (5)
has already been observed. More precisely, EGF ligand is
thought to activate EGF-R at the wound edge, thus stimulating
the migration and proliferation of epithelial cells and favoring
the restoration of epithelial integrity. Indeed, our results show-
ing an increase of cell migration (Fig. 4) and proliferation (Fig.
6) as well as erbB1 phosphorylation (Fig. 2) after EGF treat-
ment or early after wounding are consistent with those obtained
in other studies (1, 13, 29). In addition, we noted (Fig. 1) that
EGF titration (by EGF-Ab) or erbB1/erbB2 inhibition (by
AG-1478 and AG-825) similarly reduced wound healing, in-
dicating that EGF-R activation was mostly the result of EGF
binding.
Fig. 7. Effect of acute and chronic treatments
with EGF on K channel activity. Alveolar
epithelial cells were cultured on permeant
filters for 3 days and treated or not for an
additional 24 h at the basolateral side with
EGF (25 ng/ml). After being washed, the
filters were mounted in an Ussing chamber
and bathed with an asymmetrical physiolog-
ical solution [high-K at the apical (ap) side
and low-K physiological solution at the ba-
solateral (bl) side]. The apical membrane was
then permeabilized by perfusion of the apical
chamber with the same high-K physiologi-
cal solution supplemented with 7.5 M am-
photericin B (ampho B). Upon stabilization
of the current (10–20 min), clofilium (100
M, basolateral side, A) or glibenclamide
(100 M, basolateral side, B) was applied.
Clofilium-sensitive (Iclofi, A, right) and glib-
enclamide-sensitive (Iglib, B, right) currents
were then compared in control monolayers
(ctl) and after acute (EGF 10 min, n  4 for
Iclofi and n 6 for Iglib) or chronic (EGF 24 h,
n  4) treatment with EGF (25 ng/ml). Isc,
short-circuit current.
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We found that the effect of exogenous EGF on cell migra-
tion was higher (4-fold) than that occurring on wound healing
(15%). However, it must first be noted that the migration
assays were performed on noninjured alveolar cells for 6 h in
FBS-free MEM, whereas the wound-healing experiments were
undertaken in the presence of FBS, which contains traces of
EGF. These 24- to 48-h wound-healing experiments could not
be conducted without FBS, since the integrity of the alveolar
monolayers was altered in the absence of serum. Second, the
injury of lung epithelial cells most probably induces EGF
release, which could basically control its repair. Elevated EGF
levels have been reported in cystic fibrosis patients, for exam-
ple (49). In our rat alveolar cells, mature EGF protein released
from injured monolayers could not be measured with commer-
cially available ELISA kits, since the EGF antibodies used are
directed toward human EGF, which does not cross-react with
rat EGF. However, we observed that conditioned FBS-free
medium collected 1 h after injury of alveolar monolayers
stimulated cell migration, whereas conditioned medium from
noninjured cells had no significant effect. Interestingly, the
stimulatory effect of injured conditioned medium was com-
pletely abolished by EGF-Ab (Fig. 4). In addition, this
EGF-Ab severely inhibited wound healing. Our results show-
ing an increase of EGF-R phosphorylation levels in wounded
alveolar monolayers (Fig. 2) also confirmed EGF release by
injured cells. Similarly, EGF-R activation (phosphorylation),
in the absence of exogenous EGF, has been seen at the wound
edge of 16HBE14o cells (38). All together, our results
suggested injury-induced autocrine EGF-R activation, follow-
ing EGF release, during cell repair. This autocrine hypothesis
could nicely explain the low additional increase of wound
repair in the presence of exogenous EGF compared with the
high stimulatory effect of EGF or wounded conditioned me-
dium on the migration of intact alveolar cells. Such an auto-
crine EGF pathway is consistent with the results reported by
Geiser et al. (16).
EGF-R activation induces a cascade of cellular events (20),
including the phosphorylation of COOH-terminal tyrosine res-
idues, as mentioned above. This activation of EGF-R then
allows the docking of numerous downstream signaling mole-
cules inducing the Ras/Raf-mitogen-activated protein kinase
(59) and phosphatidylinositol-3-phosphate/AKT (63) transduc-
tion pathways, both involved in migration and proliferation
processes (59, 63), as well as phospholipase C/protein kinase C
(9) that are implicated in EGF stimulation of cell motility. As
demonstrated in the present study, K channel activity could
also be a crucial step in EGF-mediated EGF-R signaling.
Role of K Channel Activity in Alveolar Repair Processes
Our results have shown that modulation of KATP and
KvLQT1 channel activities regulated alveolar wound healing
in basic conditions. In the absence of pretreatment, the KATP
and KvLQT1 inhibitors (glibenclamide and clofilium) slightly
reduced (by 25%) alveolar repair. The effect of K inhibitors
was additive (50% inhibition with combined treatment; Fig.
3A). Pretreatment with glibenclamide or clofilium, 24 h before
injury, reduced wound healing by 	50% (Fig. 3B), inhibition
similar to that observed following the combined action of these
agents in the absence of pretreatment (Fig. 3A). This observa-
tion suggested that inhibition of one type of K channel (KATP
or KvLQT1) could be compensated by activity of the other in
a short period.
In the absence of pretreatment, KATP activation with pinaci-
dil did not increase wound healing. Similarly to experiments
with K channel inhibitors, it might be interesting to test the
effect of combined activation of KATP and KvLQT1 channels.
Unfortunately, no KvLQT1 activator channel was available
commercially. In conditions where pinacidil was pretreated for
24 h before injury, a slight increment of wound repair was
observed. It should be noted that the presence of EGF (from
Fig. 8. Regulation of mRNA and protein expression of KATP and KvLQT1
channels by EGF. mRNA (A) and protein (B and C) expression of KATP and
KvLQT1 channels was compared in alveolar cells cultured on filters and
treated or not at the basolateral membrane with EGF (25 ng/ml) for 24 h before
RNA (n  4) or protein extraction (n  7–9). Representative Western blotting
of KvLQT1 and KATP (Kir 6.1) protein in control and EGF-treated conditions
is shown in B. In C, KvLQT1 (n  9) and KATP (n  7) protein expression
after EGF treatment is represented as %untreated control monolayers and
normalized with -actin expression.
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FBS and released by injured cells) already stimulated wound
healing in basic conditions. A common stimulatory pathway of
EGF and pinacidil could explain the absence or low level of
stimulation in the presence of pinacidil. Accordingly, the small
stimulatory effect of pinacidil (Fig. 3B, left) was not observed
in the presence of EGF (Fig. 3B, right). Moreover, in condi-
tions where the EGF/EGFR pathway was not basically acti-
vated, i.e., during cell migration experiments of intact cells in
the absence of FBS, pinacidil was highly effective (2.2-fold
increment of cell migration).
Because alveolar repair mainly depends on migration and
proliferation processes, we evaluated the impact of K channel
modulators on these processes. We observed that KATP mod-
ulation regulated alveolar migration but had no significant
effect on cell proliferation in basic conditions. This result
suggested that KATP-dependent alveolar wound healing was
mostly controlled through the impact of KATP activity on cell
migration. Conversely, KvLQT1 inhibition affected basic cell
migration and proliferation. Regulation of alveolar cell repair
by KvLQT1 activity could be because of a cumulative action
on alveolar cell migration and proliferation. An impact of K
channel activity on cell proliferation (6, 21, 24, 25, 32, 35, 36,
51, 54, 56, 57) and migration (11, 23, 30, 40, 43, 46, 47) has
already been reported in several cell types, but we have
demonstrated it for the first time in lung epithelial cells. Our
results thus give a better understanding of the control of
migration and proliferation processes, which are crucial in
alveolar cell regeneration.
We also studied the effect of K channel activity on EGF-
stimulated alveolar cell repair processes to evaluate the direct
involvement of K channels in EGF-modulated wound-heal-
ing. We saw, for the first time, that K channel inhibition
severely reduced EGF-stimulated alveolar wound healing as
well as cell migration and proliferation in the presence of EGF.
These results are consistent with K-dependent growth factors
stimulation demonstrated in several other cell types. Indeed, it
has been shown that HGF-stimulated migration of MDCK cells
(23) as well as EGF-induced proliferation of corneal epithelial
cells (41), VSMC (25), and myeloblastic cells (54, 60) are
dependent on K channel activation by these growth factors.
Conversely, pinacidil slightly potentiated the EGF stimulation
of alveolar cell migration and proliferation. However, the
stimulation of cell migration in the presence of EGF (33%) was
lower than the 2.2-fold increase measured in the absence of
EGF. Again, this result supports the hypothesis that pinacidil
and EGF stimulatory mechanisms are, for the most part, the
result of a common pathway.
K Channel Activation by EGF
We observed that acute application of EGF increased KATP
and KvLQT1 currents, measured in an Ussing chamber, on
apical permeabilized alveolar monolayers by 1.5- and 1.8-fold,
respectively. It has already been shown that growth factors
enhance intermediate (23, 25) and large-conductance (21) KCa
channels in VSMC and MDCK cells. In addition, the open
probability of 4-aminopyridine-sensitive Kv channels from
myeloblastic cells was increased with EGF through a cAMP
(protein kinase A)-dependent pathway (54). In the lungs, EGF
was found to augment acetylcholine-induced K currents of
the tracheal acinar gland (22). In alveolar cells, our results
demonstrated, for the first time, a stimulation of KATP and
KvLQT1 currents in lung epithelial cells. These short-term
effects of EGF could be because of the modulation of K
channel gating through a second messenger (step 3 of the
recapitulative scheme presented in Fig. 9). However, in the
absence of patch-clamp experiments, we cannot prove that
single KATP and KvLQT1 channel activities were increased
with EGF. Rapid membrane insertion of new K channels
could not be excluded.
We also tested the impact of long exposure to EGF (24 h).
In these experiments, exogenous EGF was washed before
Ussing experimentation to avoid a direct effect on K channel
activity. We observed that 24 h pretreatment with EGF in-
creased KvLQT1 and KATP currents by 2.3-fold. This result
suggested that EGF enhanced the number of active KvLQT1
and KATP channels at the basolateral membrane. However, we
saw that the mRNA expression of KvLQT1 and KATP channels
was unaffected by EGF treatment, whereas a 55–75% increase
in total protein expression was detected. It must be noted,
however, that this increase was smaller than the augmentation
of K currents. We hypothesized that the long-term effect of
EGF on alveolar K channels could be because of stimulation
of K conductance through heightened K channel protein
expression and K channel insertion at the basolateral mem-
brane from intracellular pools (step 4 of the recapitulative
scheme presented in Fig. 9). Such an impact of EGF on ion
channel trafficking has already be reported, since ENaC cur-
rents are inhibited by EGF through alteration of ENaC protein
trafficking at the apical membrane (8). Stimulation of K
currents and channel expression with EGF indicated that K
current activation could be downstream of the EGF activation
pathway.
Coupling of K Channels, EGF, and Repair Processes
Based on the results obtained from in vitro experiments, we
propose an integrated model (Fig. 9) where EGF, secreted by
Fig. 9. Schematic model of the EGF and K channel-dependent alveolar cell
repair observed in vitro. In this model, EGF, released by basal and to a higher
extent by injured alveolar cells (step 1), activates erbB1 and erbB2 receptors
(step 2), leading to the stimulation of alveolar KATP and KvLQT1 currents
(step 3) and channel expression at the cell membrane (step 4). Their activation
then stimulates alveolar cell migration (step 5) and proliferation (step 6),
favoring alveolar repair. Direct stimulation of these processes by EGF signal-
ing pathways could also be involved (step 7). Inhibition of KATP and KvLQT1
K channels prevents, in large part, basic and EGF-stimulated repair pro-
cesses.
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injured alveolar cells, stimulates the activity and expression of
KATP and KvLQT1 channels through erbB1 and, to a lower
extent, erbB2 activation. According to our results, EGF-stim-
ulated alveolar cell migration, proliferation, and wound healing
are dependent on K channel stimulation, since their inhibition
prevented the major part of EGF stimulation. A change in K
channel activity could affect migration and proliferation pro-
cesses through several pathways, which remain to be deter-
mined. Subsequent change in cell volume, after the modifica-
tion of K flux, could be a possible candidate. It has been
proposed, for example, that cell shrinkage of the cell pole, after
K efflux through IKCa channels, could facilitate migration of
the rear part of MDCK cells (47). An increase in [Ca2]i and
a change in cell volume have also been proposed to be
responsible for the K stimulation of cell proliferation (58). On
the other hand, K channel activity could affect EGF signal-
ing. Indeed, Xu et al. (60) have suggested that K channel
activity is required for initiation of growth factor-mediated
mitogenic signal transduction through mitogen-activated pro-
tein kinase pathways in myeloblastic cells.
In conclusion, our study constitutes the first demonstration
of such an involvement of K channel activity in in vitro
EGF-mediated alveolar epithelia repair.
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Severe lesions of airway epithelia are observed in cystic fibrosis (CF)
patients. The regulatory mechanisms of cell migration and prolifera-
tion processes, involved in the repair of injured epithelia, then need to
be better understood. A model of mechanical wounding of non-CF
(NuLi) and CF (CuFi) bronchial monolayers was employed to study
the repair mechanisms. We first observed that wound repair, under
paracrine and autocrine EGF control, was slower (up to 33%) in CuFi
than in NuLi. Furthermore, EGF receptor (EGFR) activation, follow-
ing wounding, was lower in CuFi than in NuLi monolayers. Cell
proliferation and migration assays indicated a similar rate of prolif-
eration in both cell lines but with reduced (by 25%) CuFi cell
migration. In addition, cell migration experiments performed in the
presence of conditioned medium, collected from NuLi and CuFi
wounded bronchial monolayers, suggested a defect in EGF/EGFR
signaling in CF cells. We (49) recently demonstrated coupling be-
tween the EGF response and K channel function, which is crucial for
EGF-stimulated alveolar repair. In CuFi cells, lower EGF/EGFR
signaling was accompanied by a 40–70% reduction in K currents
and KvLQT1, ATP-sensitive potassium (KATP), and Ca2-activated
K (KCa3.1) channel expression. In addition, EGF-stimulated bron-
chial wound healing, cell migration, and proliferation were se-
verely decreased by K channel inhibitors. Finally, acute CFTR
inhibition failed to reduce wound healing, EGF secretion, and K
channel expression in NuLi. In summary, the delay in CuFi wound
healing could be due to diminished EGFR signaling coupled with
lower K channel function, which play a crucial role in bronchial
repair.
airways; potassium channels; cystic fibrosis; wound repair
IN CYSTIC FIBROSIS (CF), mutations of the gene coding for cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) Cl
channels (43) cause dysfunction of Cl secretion, resulting in
imbalanced Cl, Na, and fluid transport with reduced muco-
ciliary clearance (10). Accumulation of viscous mucus, ob-
structing the small airways, favors bacterial colonization and
chronic inflammation. Persistence of infection and inflamma-
tion then leads to progressive damage of the pulmonary epi-
thelia and remodeling of the small and large airways, which
ultimately evoke respiratory failure.
Chronic bronchiectasis is the most commonly observed
structural abnormality in CF patients. Analyses of CF lung
morphology initially reveal alterations of the small airways,
whereas inflammation and mucus plugging of the large airways
occur later. Ultrastructural studies also disclose nonspecific
ciliary abnormalities, goblet cell hyperplasia, squamous cell
metaplasia in airways, as well as areas of alveolar epithelium
injury and regeneration (11, 17, 47). Most of these morpho-
logical changes seem not to be specific to CF disease and could
be secondary to chronic bacterial infection and inflammation.
Indeed, the release of proteases by neutrophils or bacteria, such
as Pseudomonas aeruginosa for example, contributes to tissue
damage in CF (41, 47, 50). Overproduction of proinflammatory
cytokines by inflammatory and epithelial cells in CF lungs also
plays a role in injury and remodeling of respiratory epithelia (5,
47). After injury, epithelial cells, macrophages, and fibroblasts
release growth factors such as hepatocyte growth factor (HGF;
Refs. 13, 37, 47), EGF (1, 3, 13, 38, 47), keratinocyte growth
factor (KGF; Refs. 13, 37, 47), and transforming growth
factor- (TGF-; Refs. 3, 47). After binding to their respective
receptors on the injured airways and alveolar epithelia, these
factors induce mitogenic, motogenic, and/or morphogenic cel-
lular responses involved in their repair. However, the relative
roles of inflammatory mediators and growth factors in the
complex balance between lung injury, repair, and remodeling
are not completely understood. In addition, the elevated levels
of growth factors, observed in CF lungs, seem insufficient to
protect lung epithelia against injury and remodeling (47). Thus
it is crucial to better understand the repair mechanisms of lung
epithelia to develop strategies that promote CF tissue healing.
We (49) have recently confirmed the involvement, in pri-
mary cultured alveolar epithelial cells, of an autocrine EGF
loop acting on both erbB1 and erbB2 EGF receptors (EGFR) in
the control of wound healing as well as cell migration and
proliferation. We (49) have also demonstrated that ATP-sen-
sitive potassium (KATP) and KvLQT1 K channels, expressed
at the basolateral membrane of alveolar cells (25, 26), play a
role in repair processes. Indeed, basal and EGF-stimulated
repair processes are, for the most part, dependent on the
activity of these K channels. Furthermore, close coupling
between EGF signaling and K channel activity and expres-
sion has been highlighted. It was the first evidence of K
channel involvement in EGF-stimulated lung epithelia repair.
Our results were consistent with previous studies showing that
KATP channels, Ca2-activated K channels (KCa3.1), and
channels from the voltage-dependent Kv family control the
basal- or growth factor-mediated proliferation and migration of
various cell types (4, 7, 21–23, 35, 40, 42, 45, 54, 56).
The aim of the present study was to evaluate the role of EGF
signaling and K channel activity in the repair processes of
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normal and CF bronchial epithelia. We chose two cell lines,
NuLi-1 and CuFi-1, derived from normal (NuLi) and CF
(CuFi-1, 508/508 genotype) human airway epithelial cells
(HAE) (57). We first evaluated the repair capacity of NuLi and
CuFi monolayers after wounding. We then determined the
respective involvement of EGF/EGFR signaling and K chan-
nels in the repair processes. We observed that the delayed
repair of CuFi monolayers was coupled with decreased EGF
secretion and/or EGFR activation as well as reduced KATP,
KvLQT1, and KCa3.1 activities and expression that are crucial
for bronchial epithelia repair.
MATERIALS AND METHODS
Cell culture. Repair processes of normal and CF bronchial epithelia
were studied in two cell lines, NuLi-1 and CuFi-1, a generous gift
from Dr. J. Zabner, University of Iowa (57). The NuLi-1 (normal
lung) line was derived from HAE of normal genotype, whereas the
CuFi-1 line was derived from a CF patient with 508/508 genotype.
The NuLi-1 and CuFi-1 bronchial epithelial cell lines were obtained
by transformation of normal and CF primary HAE with a RT com-
ponent of telomerase and human papillomavirus type 16 E6 and E7
genes.
For the wound healing, cell proliferation, and migration experi-
ments, NuLi and CuFi cells, from passages 11 to 17, were seeded at
a specified density on Petri dishes coated with human placental
collagen type VI (C7521; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and cultured
in bronchial epithelial cell growth medium (BEBM; Lonza, Walkers-
ville, MD) supplemented (BEGM) with EGF, hydrocortisone, bovine
pituitary extract, transferrin, bovine insulin, triiodothyronine, epi-
nephrine, retinoic acid, penicillin-streptomycin (0.25 g/ml), geneti-
cin (0.05 g/ml), and fluconazole (0.002 g/ml). This normal BEGM
contained 0.5 ng/ml EGF (BEGM-EGF0.5). Some wound healing, cell
proliferation, and migration experiments were performed in the ab-
sence of EGF (BEGM not supplemented with EGF: BEGM-EGFfree).
For electrophysiology experiments, NuLi and CuFi were plated at
1  106 cells/cm2 on Costar Transwell permeant filters (Costar
Transwell, Toronto, Ontario, Canada) coated with collagen type VI
and grown in DMEM/F-12 (GIBCO, Grand Island, NY). This medium
was supplemented with 5% fetal bovine serum (26140-079, GIBCO)
for the first 24 h and then replaced by Ultroser G (2%, 15950-017;
Biosepra, Cergy-Saint-Christophe, France), which enhances ion trans-
port (57). Medium at the apical side was aspirated every 2–3 days
until establishment of an air-liquid interface. The basolateral culture
medium was replaced at the same time. After 4–6 wk, the NuLi and
CuFi cells formed a polarized, differentiated epithelium with high
transepithelial resistance and ion transport expected for the geno-
type (57).
Wound healing. Normal and CF bronchial epithelial cells, cultured
for 8 days in BEGM-EGF0.5 in Petri dishes, were injured mechani-
cally with a P10 pipette tip (6 wounds per Petri dish). After injury, the
monolayers were washed with BEGM-EGF0.5 to remove detached,
injured cells. The monolayers were then photographed with a Nikon
camera under light microscopy (time 0) and after 6 h in BEGM-
EGF0.5 or 18 h in the presence of BEGM-EGFfree. The repair pro-
cesses were compared in control conditions (BEGM-EGF0.5), in the
absence of EGF (BEGM-EGFfree), in the presence of 0.5 g/ml
anti-EGF antibody (BEGM-EGFfreeAb; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), or in the presence of K channel modulators.
Wound width (a mark on the Petri dishes allowed us to photograph the
wounds exactly at the same place at various times) was measured by
ImageJ software and represented as percentage of initial wound width.
This commonly employed “wound-healing assay” gives an estimation
of the capacity of cells to migrate and proliferate to repair monolayers
after mechanical injury. At the end of the experiment, the monolayers
were fixed at room temperature in cold paraformaldehyde-acetone
solution (4% paraformaldehyde wt/vol, 0.02% Na2HPO4 wt/vol, 0.1%
KH2PO4 wt/vol, 45% acetone vol/vol, pH 6.6), rinsed three times with
distilled water, and air-dried.
Conditioned media were also collected for migration assays.
Briefly, NuLi and CuFi monolayers were cultured for 8 days in
BEGM-EGF0.5 in Petri dishes. After washing with BEGM-EGFfree,
some Petri dishes were injured mechanically (the injured area repre-
sented 10–13% of the total surface) while the others were not. All
cells were then washed with BEGM-EGFfree to remove detached or
injured cells, and fresh BEGM-EGFfree medium was added. EGFfree
conditioned media from “wounded” (WCM) or “unwounded” mono-
layers were collected after 1 h.
Cell migration in the Boyden-type chamber. The migratory capac-
ity of NuLi and CuFi cells was evaluated by Boyden-type migration
assay (49). Bronchial epithelial cells were cultured on plastic supports
for 8 days in BEGM-EGF0.5 and then washed with PBS and dissoci-
ated with trypsin-EDTA (0.25%; GIBCO-Invitrogen, Burlington,
Ontario, Canada). Cell suspensions were collected, pelleted by cen-
trifugation, and resuspended in BEGM-EGFfree. The cells were
counted, and cell viability was verified with trypan blue. They were
then seeded (75,000 cells/well) in the upper compartment of inserts
with 8-m pores (0.33 cm2, Thin Certs-TC inserts; Greiner Bio-one,
MJS Biolynx, Brockville, Ontario, Canada) coated on the lower side
with human placental collagen type VI (C7521, Sigma-Aldrich). In
some experiments (EGF0.5), 0.5 ng/ml EGF was added in the upper
compartment. The lower compartment was filled with BEGM-EGF0.5
or BEGM-EGFfree in the presence or absence of K channel modu-
lators. After a 6-h period, the filters were washed with PBS, and
migrating cells that passed through the lower face of the filters were
fixed with paraformaldehyde-acetone solution and stained for 48 h
with crystal violet (0.1% in 20% methanol). After some washes,
nonmigrating cells of the upper compartment were scraped off with
cotton-tipped applicators (Fisher, Nepean, Ontario, Canada). The
filters were examined by microscopy at 40 enlargement, and cells
that had migrated were counted in five different fields.
In migration assays with conditioned media, bronchial epithelial
cell suspensions were resuspended in BEGM-EGFfree and placed in
the upper compartment of the filters. The lower compartment was
filled with the relevant wounded (WCM) or unwounded BEGM-
EGFfree conditioned media (see Wound healing) in the presence or
absence of 5 g/ml EGF Ab or CFTRinh-172 (C2992; Sigma-Aldrich,
Oakville, Ontario, Canada).
Cell proliferation. NuLi and CuFi cell proliferation was evaluated
by [3H]thymidine incorporation assays (over an 18-h period) as well
as by counting the cell number (at day 3 of culture).
For [3H]thymidine incorporation assay, NuLi and CuFi cells were
seeded at low density (75,000 cells/well) in 12-well plates (Costar-
Corning, Corning, NY), coated with human placental collagen type VI
(C7521, Sigma-Aldrich) and cultured for 48 h in BEGM-EGF0.5 (until
50% confluence). The culture medium was then replaced by BEGM-
EGFfree containing 0.5 Ci/ml [3H]thymidine (MP Biomedical,
Irvine, CA) in the presence of K channel modulators and/or EGF0.5.
After an 18-h period of incorporation, the [3H]thymidine medium was
removed by inversion and replaced by ice-cold TCA (5%, 5–10 min).
TCA was then discarded, and the plates were washed in three
successive ice-cold water baths. The cells were lysed with 0.1 N
NaOH, transferred into scintillation tubes, and counted (Bq/cm2) in a
beta counter (Tri-Carb 1600TR liquid scintillation analyzer, Canberra
Packard). Protein content was measured by Bradford assay (Pierce,
Rockford, IL). [3H]thymidine incorporation (counts per minute) was
presented as percentage of NuLi incorporation (in BEGM-EGFfree).
Cell proliferation was also evaluated by measuring cell number
after 3 days of culture. NuLi and CuFi cells were seeded at low
density (150,000 cells) in 35-mm Petri dishes coated with human
placental collagen type VI and cultured for 3 days in BEGM-EGF0.5.
The cells were then separated with trypsin-EDTA (0.25%) and
counted with an hemacytometer.
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Immunoblotting. Total proteins were extracted from bronchial ep-
ithelial cells cultured on collagen-coated plastic dishes for 8 days in
BEGM-EGF0.5. Twenty-four hours before extraction, some of them
were treated with EGF (25 ng/ml EGF, BEGM-EGF25), BEGM-
EGFfree, BEGM-EGFfreeAb, or CFTRinh-172. In other experi-
ments, the monolayers were wounded 30 – 60 min before protein
extraction.
EGFR (erbB1), erbB2, and phosphorylated forms of EGFR and
erbB2 (p-EGFR and p-erbB2) were detected by immunoblotting as we
have described previously (49). Briefly, proteins (100–200 g) were
separated by SDS-PAGE (7.5%), transferred to Hybond-C extra
nitrocellulose membranes (Amersham/GE, Baie D’Urfe´, Que´bec,
Canada), and blocked by 4% fraction V BSA in TBS containing
Tween 20 (TBST; 500 mM NaCl, 20 mM Tris HCl, and 0.1% Tween
20, pH 7.4) for 1 h at room temperature. ErbB1 and erbB1 phosphor-
ylated on tyrosine 845 as well as erbB2 and erbB2 phosphorylated on
tyrosine 877 were then blotted with a 1:1,000 dilution of commer-
cially available specific antibodies in TBST plus 2% BSA [erbB1 (cat.
no. 2232; Cell Signaling Technology, Danvers, MA), p-EGFR845 (cat.
no. 2231, Cell Signaling Technology), erbB2 (cat. no. E3451-27,
USBiological, Swampscott, MA), and p-erbB2877 (cat. no. 2241, Cell
Signaling Technology)] for at least 2 h at room temperature and
detected with goat horseradish peroxidase-labeled rabbit immuno-
globulins (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). Ponceau
staining was performed, and -actin protein was revealed with mono-
clonal AC15 Ab at 1:50,000 dilution (Sigma-Aldrich) after Ab strip-
ping to ensure equivalent loading. The intensity of p-EGFR and
p-erbB2 bands was quantified with ImageJ software, normalized to the
EGFR and erbB2 signals, respectively, and presented as percentage of
NuLi in the control (EGF0.5) condition.
For KvLQT1, Kir6.1 (KATP), and KCa3.1 K channel detection
(26, 49), the cells were solubilized in lysis buffer [150 mM NaCl, 50
mM Tris HCl, pH 7.6, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, and protease
inhibitor cocktail (Complete Mini EDTA-free protease inhibitor cock-
tail; Roche, Mannheim, Germany)] for 1 h on ice and centrifuged at
12,000 g for 15 min. The supernatants were collected, and protein
content was measured. After denaturation [at 95°C for 5 min in 2
sample buffer (62.5 mM Tris HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol,
0.2% bromophenol blue, and 4% 2-mercaptoethanol)], the proteins
(20–60 g for KvLQT1 and Kir6.1, 120 g for KCa3.1) were
separated by SDS-PAGE (7.5%) and transferred onto polyvinyl di-
fluoride membranes. The membranes were first blocked with 10%
dried fat-free milk in TBST for 1 h (18 h for KCa3.1) at room
temperature and then incubated with commercial polyclonal anti-
Kir6.1 (dilution 1:200, sc-11224; Santa Cruz Biotechnology), anti-
KvLQT1 (dilution 1:1,000, sc-10645, Santa Cruz Biotechnology), or
anti-KCa3.1 (dilution 1:300, APC-064; Alomone Labs, Jerusalem,
Israel) in TBST plus 10% milk, overnight at 4°C (KCa3.1 Ab was
incubated for 6 h at room temperature before overnight blotting at
4°C). After washing with TBST, the membranes were incubated with
donkey anti-goat (for KvLQT1 and Kir6.1, Santa Cruz Biotechnol-
ogy) and goat anti-rabbit (for KCa3.1, Cell Signaling Technology)
IgG linked to horseradish peroxidase for 1 h. The anti-Kir6.1, anti-
KCa3.1, and anti-KvLQT1 antibodies, respectively, recognized a
50-kDa (Kir6.1, KCa3.1) and 75-kDa (KvLQT1) protein (26, 49).
The specificity of anti-Kir6.1, anti-KvLQT1, and anti-KCa3.1 anti-
bodies was verified with their respective blocking peptide (sc-11224P,
sc10645P, Santa Cruz Biotechnology; APC-064-peptide, Alomone
Labs) (26, 49). Ponceau staining was also performed, and -actin
protein was revealed (on the same blot) with a purified mouse
anti--actin monoclonal Ab (dilution 1:2,500, CLT9001; Cedarlane
Laboratory, Burlington, Ontario, Canada) to ensure equivalent load-
ing. The intensity of each specific band corresponding to K channel
protein was quantified with ImageJ software and normalized to the
-actin signal.
PCR amplification of K channels. Total RNA from bronchial
epithelial cells was purified with TRIzol reagent according to the
manufacturer’s instructions (Invitrogen). Five micrograms of total
RNA were reverse-transcribed to cDNA with Moloney murine leu-
kemia virus (MMLV) RT (Invitrogen) in the presence of oligo(dT)
primers. cDNAs were amplified with Taq polymerase (Invitrogen),
employing specific primers designed from sequences of the following
cloned K channels: human KvLQT1 (GenBank acc. no. NM_000218.2),
KCa3.1 (GenBank acc. no. NM_002250.2), Kir6.1 (GenBank acc. no.
NM_004982), and SUR2B (GenBank acc. no. NM_020297). Kv-
LQT1 primers (sense: 5-taaggaagagcccaacactg-3, exon 11; anti-
sense: 5-cgatccttgctcttttctga-3, exon 15; 1 M final concentration of
each, 355-bp PCR product), KCa3.1 primers (sense: 5-cggcgtcctgct-
caacg-3, exon 5; antisense: 5-caccagcagggctgtgcag-3, exon 6; 1
M, 337-bp PCR product), Kir6.1 (sense: 5-ttcaccaactggacattcct-3,
exon 1; antisense: 5-tttggtaccatgagggaaga-3, exon 2; 1 M, 499-bp
PCR product), and SUR2B primers (sense: 5-gatgaggcaacagcttccat-
3; antisense: 5-cgcgaacaaaagaagcaaa-3; 1 M, 223-bp PCR prod-
uct) served to explore the presence of these K channels in bronchial
cells. The PCR products were separated on agarose gels, stained with
ethidium bromide, and analyzed by Typhoon Gel Imager (25, 26).
Electrophysiology. The electrophysiological characteristics of
bronchial epithelial layers were studied by short-circuit current (Isc)
measurements in an Ussing chamber (25, 26, 49). First, bronchial
epithelial cells were cultured on filters (4 cm2, Costar Transwell,
coated with human collagen type VI) for 6–8 wk until they reached
an air-liquid interface (see Cell culture) and formed a polarized
epithelium with high resistance (	1,200 
 cm2). The cells were then
treated or not for 24 h with EGF (25 ng/ml) at the basolateral side.
After washing, the alveolar monolayers were mounted in a heated
(37°C) Ussing chamber and perfused on the apical and basolateral
sides with warm physiological solution. Some short-circuit experi-
ments were also performed with acute EGF treatment (10 min). To
evaluate the amount of active K channels at the basolateral mem-
brane, Isc was measured after establishment of a K gradient and
permeabilization of the apical membrane with 7.5 M amphotericin
B. The apical-to-basolateral K gradient was created by bathing the
apical side with high K physiological solution (containing in mM:
81 NaCl, 65.4 KCl, 0.78 NaH2PO4, 0.8 MgCl2, 1.8 CaCl2, 5 glucose,
and 15 HEPES, pH 7.4), whereas for the basolateral side, 60 mM KCl
was replaced by an equivalent amount of N-methyl-D-glucamine
chloride (NMDGCl). Transepithelial potential difference was clamped
to zero by an external voltage clamp amplifier (VCCMC2, Physio-
logical Instruments) with KCl agar-calomel half-cells and Ag-AgCl
electrodes, and the resulting Isc was recorded continuously on a
computer with a PowerLab system (ADInstruments, Toronto, Ontario,
Canada) (25). Membrane resistance was verified with 1-mV pulses
every minute.
Statistics. The data are represented as means  SE collected from
at least 4 different passages (n	 4). Groups were compared by paired
t-test or the one-group t-test with StatView software (SAS Institute,
Cary, NC). A probability of P 0.05 was considered to be significant
(P values were reported for each experiment).
RESULTS
Wound healing of normal and CF bronchial monolayers.
The repair processes of normal and CF bronchial epithelia were
studied in our model of mechanical wound injury (49), adapted
to the normal and CF bronchial cell lines NuLi and CuFi,
respectively. Wound healing was then compared in NuLi and
CuFi monolayers, in various EGF conditions (Fig. 1). First, the
wound healing of NuLi and CuFi monolayers was followed
over an 18-h period in BEGM-EGF0.5 (Fig. 1A). We observed
33.7%  2.3% of repair for NuLi monolayers at 6 h after
injury. Wound healing was complete after 18 h (99.5%  2%,
n  44). Wound repair was slower in CuFi monolayers
(22.5%  1.9% at 6 h, i.e., a 1⁄3 decrease compared with NuLi,
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n  46; P  0.0001). We also noted a delay (1/3 reduction
compared with NuLi) in CuFi repair after 18 h, suggesting that
the mechanism of repair is defective in CuFi cells.
The absence of EGF in culture medium (BEGM-EGFfree)
reduced wound healing of NuLi monolayers by one-half
(51.8%  4.1% of repair at 18 h, n  43, Fig. 1B, instead of
99.5% in BEGM-EGF0.5, Fig. 1A). We then decided, in sub-
sequent wound-healing experiments, to study bronchial wound
repair in the presence of EGF at 6 h after injury and in the
absence of EGF at 18 h postinjury.
Similar to findings in the BEGM-EGF0.5 condition, wound
healing in BEGM-EGFfree was significantly lower in CuFi
(38.8%  3.2% repair at 18 h, n  43; Fig. 1B) than in NuLi
(P  0.0001). An EGF Ab was then added to BEGM-EGFfree
to titrate EGF, potentially released from injured cells. This
EGF Ab induced a dramatic decrease in wound repair, reaching
17.5%  4.9% and 20.2%  5% at 18 h after injury in NuLi
and CuFi, respectively (Fig. 1B, BEGM-EGFfreeAb). It has to
be noted that wound repair in the complete absence of exog-
enous or secreted EGF (Fig. 1B,Ab) was similar in NuLi and
CuFi monolayers, indicating that the EGF-independent signal-
ing mechanisms contributing to wound repair are not affected
in CuFi cells. However, in the presence of secreted EGF
(BEGM-EGFfree in the absence of EGF Ab; Fig. 1B), stimula-
tion of wound healing was higher for NuLi than for CuFi cells
(P  0.0001), suggesting that EGF secretion was lower in CF
cells. These results indicated that lower EGF secretion and/or
EGF signaling could contribute to the delay in CF monolayer
repair.
EGFR activity in normal and CF bronchial monolayers
during repair. Since bronchial wound repair was dependent on
EGF, EGFR expression and EGFR activation (phosphoprotein)
were evaluated by immunoblotting (Fig. 2A). The level of
erbB1 (EGFR; Fig. 2A) receptor protein expression was eval-
uated first. We observed that EGFR expression was not af-
fected by elevation of EGF concentration (EGF0.5 to EGF25;
P  0.9), whereas 24-h treatment with EGF Ab induced a
small (14%) but nonsignificant (P  0.26) decrease in EGFR.
Comparison of EGFR expression in NuLi and CuFi extracts
revealed a 20% reduction of EGFR in CuFi cells (P  0.02).
EGFR activation was then evaluated by quantifying the ratio
of p-EGFR to EGFR signals (p-EGFR/EGFR, presented as
percentage of this ratio measured in NuLi extracts in the
EGF0.5 condition). As seen in Fig. 2A, EGFR was activated
(2.5-fold increase of p-EGFR/EGFR in NuLi) by 10-min ex-
posure to 25 ng/ml EGF (EGF25). In contrast, the presence of
5 g/ml EGF Ab for 24 h in BEGM-EGFfree (EGF Ab)
severely lowered the NuLi p-EGFR845 level. EGFR activation
was also evaluated in bronchial monolayers during repair. In
this experiment, proteins were extracted 30–60 min after
mechanical injury of the monolayers. Interestingly, EGFR
activation was enhanced by 51.6%  18% in injured (wound)
compared with intact NuLi monolayers (EGF0.5). These results
indicated activation of the EGF/EGFR autocrine loop during
bronchial monolayer repair.
Comparison of EGFR activation in normal and CF mono-
layers revealed that the p-EGFR/EGFR level (Fig. 2A) was
lower in CuFi than in NuLi cells in basal conditions (EGF0.5;
P  0.04) as well as after EGF stimulation (10 min, EGF25;
P  0.04). Finally, p-EGFR845 activation in wounded bron-
chial monolayers was also lower in CuFi than in NuLi cells
(Fig. 2A, wound; P  0.01). These data indicated that lower
EGF secretion and/or EGFR activation during repair could be
postulated in CF bronchial cells.
ErbB2 and p-erbB2 levels were also evaluated. Unlike
erbB1, erbB2 protein expression was found to be similar in
Fig. 1. Wound healing of normal and cystic fibrosis (CF) bronchial cell
monolayers. Bronchial epithelial cells (NuLi and CuFi) were cultured for 8
days in bronchial epithelial cell growth medium supplemented with 0.5 ng/ml
EGF (BEGM-EGF0.5) before mechanical injury. Wound repair in NuLi and
CuFi was then followed over an 18-h period, and the percentage of repair was
measured in BEGM-EGF0.5 (A) or BEGM not supplemented with EGF
(BEGM-EGFfree; B) in the absence or presence of anti-EGF antibody (Ab, 5
g/ml). Photographs taken 30 min (time 0, T0), 6 h (T6), and 18 h (T18) after
NuLi or CuFi monolayer injury, in the presence of BEGM-EGF0.5 (A) or
BEGM-EGFfree (B) in the absence or presence of anti-EGF Ab (Ab, 5
g/ml), are also presented. *P  0.0001.
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NuLi and CuFi cells as well as in EGF0.5 or EGF25 conditions.
We also discerned a 2.8-fold increase in the p-erbB2877 level
after EGF activation (EGF25). On the other hand, p-erbB2
stimulation in wounded monolayers was not detectable (data
not shown). Finally, the p-erbB2/erbB2 level was lower in
CuFi than in the NuLi in EGF0.5 as well as in the EGF25
condition, indicating that erbB2 signaling could also be re-
duced in CF cells.
Role of EGF in bronchial cell migration and proliferation.
Since cell migration and proliferation are involved in epithelial
regeneration after injury, we also analyzed these processes in
NuLi and CuFi cells in various EGF conditions. Migration of
NuLi and CuFi cells was evaluated over a 6-h period in a
Boyden-type migration chamber, with BEGM-EGFfree in both
the upper and lower compartments. The number of migrating
NuLi cells (Fig. 3A, column 1) was higher than the number of
CuFi migrating cells (75.8%  3.9% of NuLi cell migration,
n  37; P  0.001; Fig. 3A, column 6). This reduced cell
migration of CF cells could explain the delay in CF monolayer
repair.
The impact of wounded conditioned BEGM-EGFfree me-
dium (WCM), collected from NuLi (NuLi-WCM) and CuFi
(CuFi-WCM) monolayers 1 h after injury, applied at the lower
side of the migration chamber, was then tested. The WCM
collected from NuLi-injured cells (NuLi-WCM) increased the
number of NuLi migrating cells by 43.9%  7.5% (n  27;
P  0.0002; Fig. 3A, column 2), a value similar to that
observed after the addition of exogenous EGF (0.5 ng/ml,
column 5). In addition, the stimulatory effect of NuLi-WCM
was completely abolished by the presence of EGF Ab (column
3). On the other hand, the conditioned medium collected from
noninjured NuLi monolayers did not significantly (NS) stimu-
late NuLi cell migration (5.8%  4.5%, n  9, NS, data not
shown). These results confirm the autocrine activation of cell
migration through EGFR activation after EGF secretion postin-
jury.
The WCM collected from CuFi (CuFi-WCM) also stimu-
lated the migration of CuFi cells (Fig. 3A, column 7; P 
0.0003). However, the number of CuFi-migrating cells in the
presence of CuFi-WCM (column 7) remained significantly
Fig. 2. EGF receptor (EGFR) activation on injury
and EGF stimulation in normal and CF bronchial
cells. EGFR (A) and erbB2 (B) expression as well as
EGFR and erbB2 tyrosine phosphorylation, p-EGFR
(A) and p-erbB2 (B), respectively, was compared by
immunoblotting. Total cell lysates were extracted
from intact NuLi and CuFi monolayers cultured in
BEGM-EGF0.5 (EGF0.5), stimulated with 25 ng/ml
EGF (for 10 min before extraction, EGF25), or
treated with an EGF Ab (5 g/ml in BEGM-EGFfree,
for 24 h before extraction, EGF Ab). Expression in
lysates of injured monolayers (wound) was also eval-
uated. The -actin signal was used as loading con-
trol. EGFR and erbB2 activation was estimated by
the ratio of p-EGFR/EGFR signals (A) and p-erbB2/
erbB2 signals (B), respectively, and presented as
percentage of the ratio measured in NuLi extracts in
EGF0.5.
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(P  0.002) lower than the number of NuLi-migrating cells
measured in the presence of NuLi-WCM (column 2). NuLi-
WCM had a higher stimulatory effect on CuFi cell migration
(column 9; P  0.002). Conversely, CuFi-WCM was less
effective on NuLi cell migration (column 4). These results
confirmed higher EGF secretion/EGFR signaling in injured
NuLi than CuFi cells.
NuLi and CuFi cell proliferation was then compared by
evaluating the increase in cell number over a 3-day period of
culture (Fig. 3B); 150,000 NuLi or CuFi cells were seeded at
day 0. After 3 days of culture in BEGM-EGF0.5, the number of
cells, counted after detachment with trypsin, was not signifi-
cantly different in NuLi vs. CuFi. Cell proliferation was also
estimated by [3H]thymidine incorporation assay over an 18-h
period (Fig. 3C). As with cell count measurements, [3H]thy-
midine incorporation in CuFi (106.5%  12% of NuLi, n 
20) was not lower than in NuLi cells (Fig. 3C). The presence
of EGF (0.5 ng/ml) during the assay elicited a nonsignificant
increase in [3H]thymidine incorporation in NuLi and CuFi cells
(Fig. 3C).
Our migration and proliferation assays indicate that a de-
crease in cell migration, rather than cell proliferation, could
explain the delay in CuFi monolayer repair.
Evidence of KvLQT1, KATP, and KCa3.1 channels in bron-
chial cells. We (49) recently demonstrated coupling between
EGF signaling and K channels as well as the involvement of
K channel activity in EGF-stimulated wound repair of pri-
mary cultured alveolar type II cells. Since EGF signaling
seems to be downregulated in CuFi cells, we decided to
compare K function in NuLi and CuFi bronchial epithelia.
We first defined the identity of K channels, which was not
determined yet in NuLi and CuFi cells. As illustrated in
Fig. 4A, cDNA transcripts of Kir6.1 and SUR2B (forming a
KATP channel) as well as KvLQT1 and KCa3.1 were detected
in bronchial cells. KATP (Kir6.1), KvLQT1, and KCa3.1 pro-
teins were also revealed by Western blotting (Fig. 4B). We
explored the presence of KATP, KvLQT1, and KCa3.1 activi-
ties in bronchial monolayers. NuLi cells were cultured on
permeant filters at the air-liquid interface and mounted in an
Ussing chamber to measure transepithelial Isc. In these exper-
iments, the apical membrane was permeabilized with ampho-
tericin B and an apical-to-basolateral K gradient was estab-
lished to estimate the presence of active K channels at the
basolateral membrane. Clofilium (Fig. 4C; an inhibitor of
KvLQT1 channels) or glibenclamide (Fig. 4D; an inhibitor of
KATP channels) applied at the basolateral membrane revealed
Fig. 3. Role of EGF in bronchial cell migration and prolif-
eration. A: the number of NuLi (columns 1–5) and CuFi
(columns 6–10) migrating cells was measured over a 6-h
period in a Boyden-type chamber in BEGM-EGFfree. In
columns 1 and 6, NuLi and CuFi cell migration, respec-
tively, are measured in the BEGM-EGFfree control condi-
tion. The effect of EGFfree-conditioned medium, collected
1 h after injury (wounded conditioned medium, WCM) from
NuLi (NuLi-WCM, columns 2, 3, and 9) or CuFi (CuFi-
WCM, columns 4, 7, and 8) monolayers, was tested on
NuLi and CuFi cell migration. EGF Ab (5 g/ml) reversed
the stimulatory effect of WCM on NuLi (column 3) and
CuFi (column 8) cell migration. Finally, the impact of EGF
addition (EGF0.5) during migration assay was tested on
NuLi (column 5) and CuFi (column 10). The results are
presented as percentage of the number of NuLi-migrating
cells in BEGM-EGFfree. NuLi and CuFi cell proliferation
assays are reported in B and C. NuLi and CuFi cell number
at day 0 and after 3 days of culture are compared in B. Cell
proliferation was also evaluated by [3H]thymidine assay,
over an 18-h period in NuLi and CuFi in the absence or
presence of EGF (0.5 ng/ml).
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the presence of clofilium (Iclofi)- and glibenclamide-sensitive
(Iglib) Isc through functional KvLQT1 and KATP channels,
respectively. It has to be noted that a combination of clofilium
and glibenclamide completely abolished total basolateral K
currents (Fig. 4E). We also observed that 1-EBIO (an opener of
KCa3.1 channels) stimulated basolateral K Isc. This current
was reversed by TRAM-34 (ITram), a specific inhibitor of
KCa3.1 (Fig. 4F).
Comparison of K currents in normal and CF bronchial
monolayers. We then quantified and compared K currents
through the basolateral membrane of NuLi and CuFi cells in
an Ussing chamber, after apical membrane permeabilization
and establishment to an apical-to-basolateral K gradient
(Fig. 5). Total K currents through the basolateral mem-
brane of NuLi and CuFi were compared first. We recorded
99  11 and 67  6 A/cm2 K currents through the
basolateral membrane of NuLi and CuFi monolayers, re-
spectively, i.e., a one-third decrease in CF cells (P 
0.0001; n  16; Fig. 5A).
Similarly to the experiments reported in Fig. 4, C and D,
clofilium and glibenclamide were applied at the basolateral
membrane to specifically inhibit KvLQT1 (clofilium-sensitive
K current, IKvLQT1; Fig. 5, B and D) and KATP (gliben-
clamide-sensitive K current, IKATP; Fig. 5, C and E) currents.
Clofilium-sensitive K current and glibenclamide-sensitive
K current through the NuLi basolateral membrane were
54.6  11 A/cm2 (n  7; Fig. 5B) and 38  7 A/cm2 (n 
6; Fig. 5C), respectively. The total of these two currents (54 
38  92 A/cm2) was similar to total K current (99 A/cm2;
Fig. 5A) in the absence of the inhibitors. Consistently, we
observed (Fig. 4E) that clofilium and glibenclamide, applied in
combination, completely blocked total basolateral K cur-
rents. These results indicate that KvLQT1 and KATP chan-
nels contribute to the major part of basolateral K current
through NuLi epithelia. In CuFi cells, KvLQT1 currents
(26.6  4.5 A/cm2, n  7; Fig. 5B) and KATP currents
(19.1  2.4 A/cm2, n  6; Fig. 5C) were lower (P  0.05)
than in normal NuLi cells. We also compared KCa3.1
current after activation by 1-EBIO, which was found to be
higher in NuLi (69.1  13, n  4) than in CuFi (21.3  13,
n  4) epithelia. Taken together, our electrophysiological
results demonstrated lower KvLQT1, KATP, and KCa3.1
currents through the basolateral membrane of CuFi than
NuLi.
(kDa)
Fig. 4. Evidence of functional ATP-sensitive
potassium (KATP), KvLQT1, and Ca2-acti-
vated K (KCa3.1) channels in the NuLi bron-
chial epithelium. A: representative RT-PCR am-
plification of Kir6.1 and SUR2B (forming the
KATP channel), KvLQT1, and KCa3.1 tran-
scripts from NuLi cells. M, marker. B: detection
of KvLQT1, Kir6.1, and KCa3.1 proteins by
Western blot analysis of NuLi cell lysates. The
presence of active KvLQT1 (C), KATP (D), and
KCa3.1 (F) K channels at the basolateral
membrane (bl) of NuLi epithelia was evaluated
by measuring short-circuit transepithelial cur-
rents in an Ussing chamber. In these experi-
ments, filters were bathed with asymmetrical
physiological medium (high K at the apical
side and low K at the basolateral side). The
apical membrane was then permeabilized by
perfusion of the apical chamber with the same
high-K medium supplemented with 7.5 M
amphotericin B (Ampho B). On stabilization of
the current (20 min), various K channel
modulators were applied at the basolateral side:
clofilium (clofi, a KvLQT1 inhibitor, 100 M;
C), glibenclamide (glib, a KATP inhibitor, 100
M; D), a combination of clofilium and glib-
enclamide (E), and 1-EBIO (an opener of
KCa3.1, 1 mM) followed by TRAM-34 (an
inhibitor of KCa3.1, 5 M; F). Clofilium
(Iclofi)-, glibenclamide (Iglib)-, clofilium and
glibenclamide (Iclofiglib)-, and TRAM-34 (ITram)-
sensitive currents were thus evaluated.
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Since we (49) have shown previously that alveolar KvLQT1
and KATP currents are stimulated by acute (10 min) EGF
exposure, we also evaluated the impact of EGF on K currents
in bronchial cells (Fig. 5, D and E). This acute EGF treatment
stimulated KvLQT1 currents in NuLi cells (54.6  11.4 and
77.1 11.9 A/cm2, in the absence and presence of EGF, n
7; P  0.009), whereas it had a small (NS) effect in CuFi cells
(26.6  4.5 and 37.7  7.4 A/cm2, n  7; P  0.13). EGF
also upregulated glibenclamide-sensitive KATP current of NuLi
(37.9  7.2 and 66.1  11.8 A/cm2, before and after EGF
addition, respectively, n  6; P  0.0036) and CuFi epithelia
(19.1  2.4 and 54.7  13.1 A/cm2, before and after EGF
addition, respectively, n  6; P  0.037). On the other hand,
acute EGF treatment had no effect on either NuLi or CuFi
KCa3.1 current (data not shown). Finally, we tested the impact
of 24-h EGF treatment on bronchial cells and noted that neither
KvLQT1 nor KATP K currents were affected by this treatment
(data not shown).
Comparison of K channel expression in normal and CF
bronchial monolayers. Because we observed lower K cur-
rents in CuFi, we explored a possible decrease in K channel
expression in these CF cells. Comparison of K channel
expression in NuLi and CuFi cells measured by immunoblot-
ting (Fig. 6) revealed lower expression of KvLQT1, Kir6.1,
and KCa3.1 proteins in CF cells in all EGF conditions tested.
Indeed, the KvLQT1 expression level in CuFi cells was
36.8%  5.5% (EGF0.5, n  8; P  0.0003), 33.8%  4.6%
(EGFfree, n 8; P 0.0001), and 30.2% 9.5% (EGF25, n
7; P  0.02) lower than in NuLi cells. A severe decline of
Kir6.1 expression was also apparent in CuFi cells (compared to
NuLi cells) in all EGF conditions tested (decreases of 69.7%
5.5%, 53.9%  13%, and 44.5%  14% with EGFfree, EGF0.5,
and EGF25, respectively, n  5). KCa3.1 channel protein
expression was tested only in BEGM-EGF0.5 (Fig. 6C). Similar
to KvLQT1 and Kir6.1 proteins, KCa3.1 was also reduced in
CuFi cells (55.6%  14.8% of NuLi cells, n  4).
Experiments in the Ussing chamber disclosed that chronic
treatment with EGF (for 24 h) failed to increase K currents.
Consistent with this finding, we verified that KvLQT1 and
KATP expression was not modified in bronchial monolayers
treated for 24 h with EGF (25 ng/ml; Fig. 6, A and B).
Similarly, K channel expression was not affected by the
absence of EGF (EGF 0; Fig. 6, A and B). These results
indicated that EGF signaling could regulate bronchial K
channels through changes of channel activity and/or surface
membrane expression rather than variation of total protein
expression.
Impact of K channel modulators on bronchial wound
healing, cell migration, and proliferation. We (49) recently
demonstrated that the repair processes of alveolar epithelia are
Fig. 5. Comparison of K currents in NuLi and CuFi
epithelia. A: total basolateral K currents (IKbas) mea-
sured through NuLi and CuFi epithelia (cultured at the
air-liquid interface) mounted in an Ussing chamber in
the presence of a K gradient (apical to basolateral) and
after apical membrane permeabilization with amphoter-
icin B (7.5 M). Clofilium-sensitive current (IKvLQT1;
B; see Fig. 4C for details of measurement of this
current) as well as glibenclamide currents (IKATP;
C; see Fig. 4D) were also compared in NuLi and CuFi
epithelia. The effect of acute EGF application [25 ng/ml
(EGF25)] at the basolateral side for 10 min before
application of the specific K channel inhibitor was
tested on KvLQT1 (D) and KATP (E) currents through
NuLi and CuFi epithelia. *P  0.05.
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dependent on K channel activity. Their potential role in
wound healing of normal and CF bronchial monolayers was
now evaluated using K channel inhibitors. In the presence of
EGF (BEGM-EGF0.5; Fig. 7, left), wound repair of NuLi
monolayers (31.5%  5.5% at 6 h after injury, in the absence
of inhibitors) was significantly reduced by clofilium (21% 4.2%
of repair, n 12; P 0.0011), glibenclamide (21.5% 4.1% of
repair, n  12; P  0.016), and TRAM-34 (22%  3.3% of
repair, n  12; P  0.016). It is noteworthy that the inhibitory
effects of these compounds were similar. A combination of two or
three inhibitors decreased bronchial repair more severely
(11%  1.5% of repair in their presence). The impact of these
pharmacological agents was then tested on CuFi cell monolay-
ers (Fig. 7, right). Similarly to Fig. 1A, we observed that
wound healing of CuFi (24.6% 3.6%) was lower than that of
NuLi (compare Fig. 7, left and right). In addition, wound
Fig. 6. Reduced K channel expression in CF cells.
KvLQT1 (A) and Kir6.1 (KATP; B) protein expression
was compared by immunoblotting in NuLi and CuFi cell
extracts cultured in BEGM-EGF0.5, BEGM-EGFfree
(EGF 0), and after the addition of EGF (BEGM-EGF25).
KCa3.1 protein expression in NuLi and CuFi cells cul-
tured in BEGM-EGF0.5 was also evaluated (C). Repre-
sentative immunoblots are presented. K channel ex-
pression in CuFi is reported as percentage of K channel
protein expression measured in NuLi cells. *P  0.05.
Fig. 7. Effect of K channel inhibitors on bronchial wound
healing. NuLi and CuFi bronchial epithelial cell monolayers
were injured mechanically, and the percentage of wound heal-
ing measured after 6 h (in the presence of BEGM-EGF0.5) was
compared in control monolayers (ctl) and monolayers treated
with clofilium (an inhibitor of KvLQT1 channels, 5 M, n 
12), glibenclamide (an inhibitor of KATP channels, 100 M,
n  12), TRAM-34 (an inhibitor of KCa3.1 channels, Tram, 5
M, n  9), or combination of clofilium and glibenclamide
(clofiglib, n 9), clofilium and TRAM-34 (clofiTram, n
9), or the 3 inhibitors together (n  9). *P  0.05. These
results showed that the major part of bronchial repair was
dependent on K channel activity.
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healing of CuFi was significantly inhibited by clofilium (P 
0.0001), glibenclamide (P  0.008), TRAM-34 (P  0.0001),
and a combination of two (clofi  glib or clofi  Tram) or
three (clofi  glib  Tram) of these inhibitors (P  0.001).
The results indicated that EGF-stimulated wound healing of
NuLi and CuFi monolayers depends on K channel activity.
We also tested the effect of pinacidil, a KATP activator, on
NuLi and CuFi wound repair. Unfortunately, pinacidil failed to
increase NuLi and CuFi wound healing in either BEGM-
EGF0.5 or BEGM-EGFfree (data not shown). It has to be noted,
however, that in these conditions, EGF secreted by injured/
repairing cells already stimulated K channels and wound
healing. Accordingly, cell migration of intact NuLi and CuFi
cells measured in the Boyden-type chamber in BEGM-EGFfree
was efficiently stimulated by pinacidil, i.e., a 149%  17%
increase in NuLi (n  6; P  0.03; Fig. 8A, column 2) and
134.7%  10% in CuFi (n  6; P  0.02; Fig. 8A, column 6)
cell migration. This stimulation was similar to that observed
after the addition of EGF (BEGM-EGF0.5; Fig. 8A, columns 3
and 7; n  22).
EGF-stimulated cell migration was highly sensitive to K
channel inhibitors. Indeed, combined treatment with gliben-
clamide, clofilium, and TRAM-34 reduced NuLi and CuFi cell
migration to 35.5%  7.9% (Fig. 8A, column 4) and 20.8% 
2.2% (Fig. 8A, column 8) of NuLi cell migration in control
conditions, demonstrating that K activity is crucial for EGF-
stimulated bronchial cell migration.
The impact of K channel inhibitors was then tested on
NuLi and CuFi cell proliferation measured in BEGM-EGF0.5.
The addition of K channel inhibitors (glibenclamide, clofi-
lium, and TRAM-34) severely reduced [3H]thymidine incor-
poration (Fig. 8B; n  6; P  0.0009). Pinacidil failed to
increase NuLi and CuFi cell proliferation (data not shown).
Effect of CFTR inhibition on wound healing, cell migration,
and K channel expression. The role of CFTR channel activity
in NuLi bronchial wound healing was also evaluated. We saw
that the presence of the CFTR inhibitor (CFTRinh-172, 10 M)
during repair induced a slight, nonsignificant decrease in NuLi
wound repair (36.5% 5.5% and 27.2% 4% of repair in the
absence or presence of CFTRinh-172, n 7, NS). This negative
control also confirmed that the observed inhibitory effect of
glibenclamide (an inhibitor of KATP and CFTR channels) was
specific to KATP channels. As expected, CFTRinh-172 had no
significant impact (21.6% 2.9% and 17.7% 2.3% of repair
in the absence and presence of CFTRinh-172) in CuFi cells,
which did not express functional CFTR channels. It should be
mentioned that this compound is toxic (several cells were
detached after the 6-h period of treatment), probably explain-
ing the slight decline in NuLi and CuFi monolayer repair. A
lower concentration of CFTRinh-172 (5 M) was less toxic.
Subsequent experiments, reported in Fig. 9, were then per-
formed in the presence of 5 M CFTRinh-172. At this concen-
tration, we recorded 28.9%  4.1% and 24.3%  4.2% of
NuLi repair in the absence and presence of CFTRinh-172 (n 
6, NS; Fig. 9A, NuLi). Pretreatment with CFTRinh-172 24 h
before the wound assay, followed by another treatment at time
0, did not elicit a greater inhibitory effect on NuLi repair
(23.8%  3.3% of repair, n  6, NS). Similarly, we observed
a slight, nonspecific inhibition of CuFi wound healing in the
presence of CFTRinh-172 (Fig. 9A, CuFi).
NuLi cell migration was not affected by CFTRinh-172 (Fig.
9B, column 2). We also evaluated a possible impact of CFTR
inhibition on EGF secretion and signaling, estimated by mi-
gration assay in the presence of conditioned medium. In these
experiments, we compared the stimulatory effect on NuLi cell
migration of WCM from NuLi monolayers treated or not
during repair with CFTRinh-172. As illustrated in Fig. 9B
(columns 3 and 4), CFTRinh-172 was ineffective, suggesting
that EGF secretion by injured/repairing cells was not reduced
after CFTR inhibition.
Because K channel expression was reduced in CuFi cells,
we evaluated whether CFTR current inhibition, with CFTRinh-
Fig. 8. Effect of K channel modulators on bronchial cell migration and
proliferation. A: the number of NuLi (columns 1–4) and CuFi (columns 5–8)
migrating cells was measured over a 6-h period in a Boyden-type chamber.
NuLi (columns 1 and 2) and CuFi (columns 5 and 6) cell migration was 1st
measured in BEGM-EGFfree in the absence (columns 1 and 5) or presence of
pinacidil (pina, an activator of KATP channels, 100 M, columns 2 and 6).
NuLi (columns 3 and 4) and CuFi (columns 7 and 8) cell migration, stimulated
by BEGM-EGF0.5, was then compared in the absence (columns 3 and 7) or
presence of K channel inhibitors (100 M glibenclamide  5 M clofi-
lium  5 M TRAM-34, 3 inh, columns 4 and 8). The results are presented
as percentage of the number of NuLi-migrating cells in BEGM-EGFfree.
B: NuLi and CuFi cell proliferation, estimated by [3H]thymidine incorporation,
was also compared in the absence (columns 1 and 3) and presence (columns 2
and 4) of K channel inhibitors (100 M glibenclamide  5 M clofilium 
5 M TRAM-34) in BEGM-EGF0.5 *P  0.05.
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172, could decrease K channel expression in NuLi cells. We
found (Fig. 9C) that KvLQT1, KATP, and KCa3.1 channels
were not affected by CFTRinh-172, indicating that 24-h inhi-
bition of CFTR currents failed to downregulate NuLi K
channel expression to the level in CuFi cells.
DISCUSSION
The regulatory mechanisms that control the repair processes
of injured CF bronchial epithelia need to be better understood.
Using a model of normal (NuLi) and CF (CuFi) bronchial
epithelia, we demonstrated that EGF signaling is a crucial
component of bronchial repair. Indeed, wound healing and
bronchial cell migration were highly dependent on EGF, prob-
ably secreted by bronchial cells during repair. Furthermore, we
observed that wound healing of non-CF monolayers was faster
than that of CF monolayers. This delay in CuFi repair probably
arose from reduced cell migration. Our results also suggested
lower EGF secretion by injured/repairing CuFi cells as well as
decreased EGFR activation in CuFi cells during repair. Cou-
pled to this decline of EGF signaling, we demonstrated reduced
KvLQT1, KATP, and KCa3.1 K currents and protein expres-
sion in CuFi cells. The activity of these K channels seems
crucial for EGF-stimulated wound healing as well as for cell
migration and proliferation, which are largely sensitive to K
channel inhibitors. In summary, our results indicated that
defective EGF/EGFR signaling and responsiveness in CuFi
cells, coupled with reduced K channel expression and func-
tion, could contribute to the delay in CF monolayer repair.
Delayed CF wound healing in response to EGF. The role of
the EGF/EGFR pathway in the repair processes of normal and
CF bronchial epithelia was evaluated in a mechanical wound-
ing model of human bronchial NuLi and CuFi monolayers. Our
results showed that bronchial wound healing was stimulated by
exogenous EGF (2-fold increase in BEGM-EGF0.5 compared
with BEGM-EGFfree). EGF also stimulated bronchial cell mi-
gration, whereas bronchial cell proliferation was not regulated
by EGF in the conditions of this assay. Stimulation of wound
repair by EGF could then probably be secondary to an incre-
ment of cell migration rather than cell proliferation.
Titration of EGF with an EGF Ab in BEGM-EGFfree dra-
matically reduced bronchial repair. This result indicated stim-
ulation of wound healing after EGF secretion by epithelial cells
during repair. Consistently, we discerned EGFR activation
(elevated p-EGFR level) in wounded NuLi monolayers. Sim-
ilarly, EGFR activation was seen at the wound edge of
16HBE14o- cells (39). We also demonstrated that conditioned
medium collected from injured bronchial monolayers stimu-
lated cell migration to a level similar to that recorded after
exogenous EGF addition. The stimulatory effect of the condi-
tioned medium was abolished in the presence of EGF Ab.
These data, favoring an autocrine EGF loop in the control of
bronchial epithelial repair, are in agreement with previous
studies showing the contribution of EGF signaling in airway
repair and remodeling (3, 18, 39, 47, 53).
Comparison of wound repair rates in normal NuLi and CF
CuFi established that wound healing of CuFi monolayers was
delayed compared with NuLi in the presence of secreted and/or
exogenous EGF. This result indicated that the response to EGF
could be defective in CF cells. Our NuLi and CuFi cell
migration and proliferation assays disclosed a decrease in CuFi
Fig. 9. Impact of CFTR inhibition on wound healing, cell
migration, and K channel expression. A: wound healing after
NuLi (columns 1 and 2) and CuFi (columns 3 and 4) mono-
layer injury, measured in the absence (, columns 1 and 3) or
presence (, columns 2 and 4) of the CFTR inhibitor,
CFTRinh-172 (5 M). B: NuLi cell migration in the Boyden-
type chamber was measured in the absence (, columns 1 and
3) or presence (, columns 2 and 4) of CFTRinh-172 (5 M).
The stimulatory effect on NuLi cell migration of conditioned
medium, collected from NuLi-injured monolayers (WCM,
NuLi, columns 3 and 4), treated (column 4) or not (column 3)
during repair with CFTRinh-172 was also compared. Finally,
the effect of CFTRinh-172 on KvLQT1, Kir6.1, and KCa3.1
channel protein was also evaluated (C) and quantified as
percentage of channel expression in the absence of the inhib-
itor normalized by -actin signal.
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cell migration, whereas NuLi and CuFi cell proliferation was
similar. These results suggested that the observed delay in
CuFi wound healing could be consecutive to decreased cell
migration rather than cell proliferation. This delay in CF
epithelial repair is consistent with the findings of Hajj and
colleagues (15), demonstrating delayed and abnormal regener-
ation of CF tracheal epithelia in a xenograft model. They
reported that the two first repair steps, i.e., cell migration and
proliferation, were not defective in CF epithelia compared with
the controls. In fact, higher cell proliferation rates were found
in CF-repairing epithelia (15). In contrast, our proliferation
assay, performed on intact subconfluent cultures, showed sim-
ilar proliferation levels of NuLi and CuFi cells. Hajj and
colleagues (15) also reported epithelial remodeling, delayed
differentiation/reepithelization, as well as altered proinflamma-
tory and matrix metalloproteinase (MMP) responses in their
CF model. More precisely, IL-8, MMP-7, MMP-9, and tissue
inhibitor of metalloproteinase (TIMP-1) levels were elevated in
CF epithelia. As detailed below, our findings suggested that
EGF signaling and K function could also be affected in CF
cells.
EGFR expression, activation, and ligands in CF cells.
ErbB1 (and, at a lower level, erbB2) receptors were detected in
NuLi and CuFi cell extracts. The presence of these receptors
was consistent with the reported distribution of erbB receptors
in airways (1, 3, 38, 51, 52). Several studies have shown that
EGFR expression could be affected in lung pathologies char-
acterized by injury and remodeling. In asthmatic airways, for
example, higher EGFR expression has been reported (3, 39). In
CF, Voynow et al. (52) predominantly detected EGFR in
proliferative areas (mainly basal cells) of CF lung sections.
Another study demonstrated that EGFR staining intensity did
not differ in airway and alveolar tissues from CF and control
lungs. Surprisingly, EGFR staining was reduced in the CF
peribronchial submucosal region, which was characterized by a
higher number of proliferative cells (16). In our study, total
erbB1 (EGFR) expression was slightly (20%) lower in CF
(CuFi) than in normal (NuLi) cell extracts, whereas total erbB2
receptor expression was similar in NuLi and CuFi. Our results,
like those of Hardie et al. (16), support the hypothesis that
EGFR ligands (EGF, TGF-, etc.) and/or EGFR activation,
rather than total EGFR expression level, could be regulated in
injured CF airways. Indeed, we noted that erbB1 and erbB2
activation, estimated by their normalized phosphorylation lev-
els, was significantly lower in CuFi than in NuLi cells. Inter-
estingly, p-EGFR stimulation in wounded CuFi monolayers
was reduced compared with wounded NuLi monolayers. This
defect could be due to the decreased synthesis of pro- or mature
EGF and/or reduced EGF secretion by injured/repairing cells.
Lower expression at the plasma membrane of activable EGFR
and/or defective EGFR tyrosine kinase activity cannot be
disregarded. Cell migration data obtained in the presence of
WCM favor lower EGF secretion by CF cells during repair.
Indeed, we observed that CuFi cell migration, stimulated by
WCM from CuFi (CuFi-WCM), was lower than NuLi cell
migration in the presence of NuLi-WCM. In the presence of
NuLi-WCM, CuFi cell migration was significantly enhanced.
Conversely, CuFi-WCM was less effective on NuLi cell mi-
gration, confirming that EGF secretion by repairing CuFi cells
could be lower.
We are aware that our results, suggesting lower EGFR
signaling and/or EGF secretion during CF bronchial epithelia
repair in vitro, are not necessarily representative of the com-
plex mechanisms involved in airway repair in vivo. Indeed,
growth factor signaling in vivo involves several types of
molecules, such as TGF-, HGF, KGF, or EGF, secreted by
different cell types, including epithelial and endothelial cells,
fibroblasts, and macrophages. These factors act together to
control epithelial repair and remodeling. Elevated TGF-,
KGF, and VEGF levels have been detected in the airways,
sputum, and serum of CF patients (47). To our knowledge,
there is actually no clear evidence in the literature of up- or
downregulation of EGF secretion by CF airway epithelial cells.
As pointed out in a review by Shute et al. (47), elevated levels
of some growth factors (TGF-, KGF, and VEGF) in CF
airways seem insufficient to protect lung epithelia against the
progression of injury and remodeling. For this reason, we
thought that it was necessary to better understand the regula-
tory mechanisms of airway epithelia remodeling and to identify
some alternative pathways involved in tissue repair.
Evidence of KvLQT1, KATP, and KCa3.1 channels in bron-
chial epithelia. Many types of K channels are expressed in
airway and lung epithelial cells. Among them, KvLQT1 is
expressed in the upper and lower airways (9, 14, 31) as well as
in alveoli (26). A calcium-activated K channel of intermedi-
ate conductance, KCa3.1, is also detected in tracheal, bron-
chial, and alveolar cells (6, 26, 32). Evidence of KvLQT1 and
KCa3.1 mRNA and proteins in human bronchial NuLi and
CuFi cells is thus consistent with their tissular distribution in
the lungs. These channels have been mostly studied in airways
since they play a crucial role in Cl secretion (6, 28, 30, 48).
We recently reported the presence of another K channel, a
KATP channel (25), which is involved in ion and fluid absorp-
tion through the alveolar epithelium (25, 26). In the current
study, we demonstrated this KATP channel in NuLi and CuFi
bronchial cells.
Short-circuit experiments in the Ussing chamber showed
that KvLQT1, KATP, and KCa3.1 channels were functional in
NuLi and CuFi cells. However, a major part of basolateral K
current (measured through apically permeabilized bronchial
epithelia) was driven by KvLQT1 and KATP channels. Indeed,
the addition of clofilium-sensitive (55 A/cm2) and gliben-
clamide-sensitive (38 A/cm2) currents amounted to total K
currents (99 A/cm2) measured in the absence of the inhibitors
(Fig. 5). Consistently, these two inhibitors, employed in com-
bination, reduced basolateral Isc to zero (Fig. 4E). In basal
conditions, intracellular calcium concentration ([Ca2]i) is
probably too low to activate KCa3.1 channels. Nevertheless, it
was possible to activate them with the 1-EBIO opener; this
current was reversed by TRAM-34 (Fig. 4F).
The membrane localization of K channels in lung epithelia
revealed multiple types of K channels at both apical and
basolateral membranes. Until recently, basolateral K chan-
nels of airways and alveolar epithelia, which control the
membrane potential of these cells, were studied more exten-
sively than apical K channels. However, recent evidence has
revealed the presence of apical K channels in airway epithe-
lial cells. Indeed, KvLQT1 currents have been reported at the
apical membrane of Calu-3 cells (33). The same group also
identified two-pore K channels at the same membrane (8). In
the human bronchial cell line 16HBE14o-, Bernard et al. (2)
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identified KCa3.1 currents at both apical and basolateral mem-
branes. In addition, multiple Kv channels have been localized
at the apical membrane of alveolar cells and could be involved
in K secretion (34). Our short-circuit experiments have
shown evidence of KvLQT1, KATP, and KCa3.1 currents
through the basolateral membrane of bronchial NuLi and CuFi
cells. The presence of apical channels was not investigated in
this study. Nevertheless, in our wound-healing experiments
and migration/proliferation assays performed on nonpolarized
bronchial cells, K channel modulators could act on K
channels expressed at apical and/or basolateral membranes in
polarized epithelia.
Coupling between EGF signaling and K channel function.
Coupling mechanism between K channel activity and growth
factor signaling has been reported in multiple cell types.
Indeed, the open probability of 4-aminopyridine-sensitive Kv
channels from myeloblastic cells was increased with EGF
through protein kinase A-dependent phosphorylation (54).
Similarly, 4-aminopyridine-sensitive K channels from cor-
neal epithelial cells were activated by EGF (42). This growth
factor also stimulated calcium-activated K channels from
VSMC (19, 23) and mucous airway cells (20). Consistently, we
observed a stimulation of K currents by EGF in bronchial
monolayers (Fig. 5, D and E). Indeed, we found that acute
application (10 min) of EGF significantly increased KvLQT1
current through the basolateral membrane of NuLi cells. It has
to be noted that this treatment did not significantly enhance
CuFi KvLQT1 current, indicating defective EGF responsive-
ness of KvLQT1 channels in these CF cells. Furthermore,
basolateral KATP current was significantly stimulated by EGF
in both NuLi and CuFi cells. On the other hand, KCa3.1
current, preactivated with 1-EBIO, was not further elevated by
the addition of EGF.
In alveolar type II cells, we (49) previously found activation
of KvLQT1 and KATP currents after acute (10 min) and chronic
(24 h) treatment with EGF. Our immunoblotting experiments
also revealed an increase in alveolar KvLQT1 and KATP
protein expression after 24-h treatment with EGF (49). In NuLi
and CuFi, only acute EGF was effective, whereas 24-h EGF
treatment failed to stimulate K currents and protein expres-
sion. This short-term effect of EGF is probably due to modu-
lation of K channel activity. However, rapid membrane
insertion of new K channels cannot be excluded.
Comparison of K channel expression and K currents in
NuLi and CuFi cells. Because KATP and KvLQT1 channel
activity was coupled to EGF and lower EGF/EGFR signaling
was observed in CuFi cells, we hypothesized that ion transport
by K channels could be reduced in CuFi monolayers. Our
results showed that total basolateral currents as well as Kv-
LQT1, KATP, and KCa3.1 currents were lower in CuFi than in
NuLi (Fig. 5). Consistently, KvLQT1, KATP, and KCa3.1
channel expression was severely reduced (by 40–70%) in CuFi
compared with NuLi cells (Fig. 6). This is the first demonstra-
tion of a decrease in K channel expression and activity,
coupled with diminished EGF signaling in CF cells. It is not
certain, however, whether this decline in CuFi cells could be
directly attributed to the CF genotype/phenotype or could be
due to another genotype difference between the two patients
from whom NuLi and CuFi cells were derived. It would be
interesting, in future experiments, to further evaluate K chan-
nel expression/activity as well as EGFR activation in other
non-CF and CF models.
Role of K channels in the control of bronchial repair
processes. As detailed earlier, K channel activity seemed to
be coupled to EGF signaling. Moreover, it has been shown in
several cell types that stimulation of proliferation and/or mi-
gration processes by growth factors depends on this K chan-
nel activation (21, 23, 42). Until recently, the main recognized
K channel function in epithelia was to participate in transep-
ithelial ion transport. However, a detailed review of the liter-
ature revealed that K channel activity also controls the mito-
genic and motogenic properties of several cells (4, 21, 29, 35,
40, 45). We recently hypothesized that lung epithelia repair
could be regulated by K channels. In a previous study, we
(49) demonstrated that EGF-stimulated alveolar repair pro-
cesses were controlled, to a large extent, by KATP and KvLQT1
channels. We then evaluated the role of KATP, KvLQT1, and
KCa3.1 channels in wound healing, migration, and prolifera-
tion of normal and CF bronchial epithelia. We observed that
KATP, KvLQT1, and KCa3.1 channel inhibitors (gliben-
clamide, clofilium, and TRAM-34) elicited a similar inhibitory
effect (26–33%) on NuLi and CuFi wound healing measured
in the presence of EGF (Fig. 7). These pharmacological agents
had no influence in the absence of EGF (BEGM-EGFfree),
indicating that K channels controlled EGF-dependent wound
repair. Glibenclamide, clofilium, and TRAM-34 in combination
evoked a larger (68%) decrease in repair, suggesting that their
actions were additive. Combined application of these three K
channel inhibitors also reduced bronchial cell migration and pro-
liferation in the presence of EGF (Fig. 8). Indeed, the number of
migrating cells was four (NuLi)- to sevenfold (CuFi) lower
after K channel inhibition. Similarly, cell proliferation was
also affected by the K channel inhibitors. A concomitant
decrease in cell migration and proliferation could be responsive
to the wound repair inhibition observed in the presence of K
channel blockers.
In polarized bronchial epithelia cultured on filters (as in the
Ussing chamber experiments), KATP and CFTR channels are
expressed at the basolateral and apical sides, respectively. In
these conditions, basolateral or apical application of gliben-
clamide specifically blocks KATP or CFTR channels. However,
in wound-healing experiments (performed on plastic supports),
the inhibitory effect of glibenclamide could be attributed to
KATP and/or CFTR channels. We then tested the impact on
NuLi wound healing of the specific inhibitor of CFTR,
CFTRinh-172. The absence of significant repair inhibition with
this agent confirmed that the action of glibenclamide was due
to the KATP channel.
It should be noted that TRAM-34, an inhibitor of KCa3.1
channels, induced a decrease in wound repair similar to that
elicited by glibenclamide or clofilium. This result could be
surprising since basolateral K permeability was mainly
driven by KvLQT1 and KATP rather than KCa3.1 channels. In
fact, it has been shown that [Ca2]i elevation could activate K
efflux through KCa3.1 channels during cell migration and
proliferation processes (44–46, 55). The regulatory pathways
that link K channels to migration and proliferation processes
are not clearly identified. However, it has been postulated that
changes in K currents could also control these processes by
altering membrane potential, [Ca2]i, cell volume, and/or
growth factor-mediated mitogenic and motogenic signaling.
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A common stimulatory pathway of EGF and K channels
could explain the absence of wound-healing stimulation by the
KATP activator pinacidil. Indeed, as demonstrated by the in-
hibitory effect of EGF Ab (in BEGM-EGFfree), the presence of
EGF, released by injured/repairing cells, already stimulated
wound repair (and probably K channels) in basal conditions.
In that case, further addition of pinacidil could be ineffective.
Accordingly, during the cell migration experiments on intact
cells, conditions where the EGFR pathway was not basically
activated, pinacidil enhanced cell migration to a level similar to
that noted in the presence of exogenous EGF or conditioned
medium from wounded monolayers (Fig. 8). Similarly to
combined treatments with K channel inhibitors, it might be
more effective to employ activators of KATP, KvLQT1, and
KCa3.1 channels in combination. Unfortunately, the presence
of 1-EBIO was toxic over a long period (cell detachment
occurred). In addition, no KvLQT1 activator is commercially
available.
Impact of CFTR inhibition on wound healing, EGF signal-
ing, and K channels. Of course, the absence of functional
CFTR channels in CuFi cells could be directly responsible for
the observed delay in repair. It has been shown, for example,
that CFTR blockers inhibit the proliferation of MDCK cells
(27). In addition, in utero cftr gene transfer in CFTR-deficient
(knockout) mice accelerated lung secretory cell proliferation
and differentiation. On the other hand, the rate of intestinal cell
migration and proliferation was enhanced in CFTR null mice
(12). Thus the possible role of CFTR channels in proliferation,
migration, and repair processes is not clearly defined in airway
cells. Our wound-healing experiments did not demonstrate a
significant impact of acute CFTR current inhibition by
CFTRinh-172 (Fig. 9). Indeed, we observed a similar slight
decrease in NuLi and CuFi wound repair that could be attrib-
uted to a toxic effect of CFTRinh-172 (several cells were
detached after 6-h treatment with 10 M CFTRinh-172). A less
toxic concentration (5 M) was also ineffective when applied
during repair or repeated two times (24-h pretreatment before
wounding, followed by additional treatment during repair). No
inhibition of NuLi and CuFi cell migration was apparent. We
also evaluated the possibility that the absence of CFTR current
could affect EGF secretion by injured bronchial cells. How-
ever, conditioned medium collected from injured NuLi mono-
layers (NuLi-WCM) treated or not during repair with CFTRinh-172
similarly stimulated NuLi cell migration. Finally, our results
revealed that KvLQT1, KATP, and KCa3.1 channel expression
was not affected by CFTR channel inhibition. In summary,
wound healing, cell migration, EGF secretion and K channel
expression are not sensitive to a short-term (max 24 h) inhibi-
tion of CFTR current. It might be interesting to evaluate the
impact of chronic CFTR inhibition on epithelial repair. Perez et
al. (36) recently developed a CF model through continuous
inhibition (for 3–5 days) of CFTR with CFTRinh-172 (10–20
M). Unfortunately, these conditions could not be reproduced
with NuLi and CuFi monolayers, which were severely dam-
aged by the high doses of CFTRinh-172.
In addition to its Cl channel function, CFTR protein could
interact with several other proteins, including ion channels, via
PDZ domains (24). As part of the multiprotein complex, the
CFTR could also interfere with several signaling pathways.
However, to our knowledge, there is no clear evidence of an
EGF responsiveness defect in the absence of functional CFTR.
In fact, it remains uncertain whether all specific CF phenotypes
are related to Cl transport dysfunction or to the absence of
CFTR protein. It might thus be interesting to evaluate the
repair of CF epithelia from various genotypes. In addition, it
could be useful to establish whether CFTR correction (by
transfection of wild-type CFTR by adenovirus vector in CuFi
cells; Ref. 57) could lead to normal wound-healing, EGF/
EGFR signaling, and/or K channel activity/expression in
CuFi.
In conclusion, our results demonstrated, for the first time,
that EGFR and K channel activation could play a crucial role
in normal and CF bronchial epithelia repair. Furthermore, the
delay in CuFi monolayer repair was coupled with decreased
cell migration, lower EGF secretion, and/or EGFR activation
as well as reduced K current and channel expression.
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Multiple K channels are expressed in the respiratory epithelium lining airways and
alveoli. Of the three main classes [1) voltage-dependent or Ca2-activated, 6-trans-
membrane domains (TMD), 2) 2-pores 4-TMD, and 3) inward-rectified 2-TMD K
channels], almost 40 different transcripts have already been detected in the lung. The
physiological and functional significance of this high molecular diversity of lung
epithelial K channels is intriguing. As detailed in the present review, K channels are
located at both the apical and basolateral membranes in the respiratory epithelium,
where they mediate K currents of diverse electrophysiological and regulatory prop-
erties. The main recognized function of K channels is to control membrane potential
and to maintain the driving force for transepithelial ion and liquid transport. In this
manner, KvLQT1, KCa and KATP channels, for example, contribute to the control of
airway and alveolar surface liquid composition and volume. Thus, K channel
activation has been identified as a potential therapeutic strategy for the resolution of
pathologies characterized by ion transport dysfunction. K channels are also involved
in other key functions in lung physiology, such as oxygen-sensing, inflammatory
responses and respiratory epithelia repair after injury. The purpose of this review is to
summarize and discuss what is presently known about the molecular identity of lung
K channels with emphasis on their role in lung epithelial physiology.
Kv channels; KCa channels; Kir channels; K2P channels; lung; ion transport;
epithelial repair; oxygen sensing; inflammation
EPITHELIAL CELLS LINING THE alveoli and airways from the nasal
cavities to the bronchioles are involved in many functions
essential to pulmonary physiology. Air conduction and gas
exchange are the main activities of the respiratory system.
However, the respiratory epithelium, frequently exposed to
external insults, has also developed various defenses to protect
itself against infections and inhaled particles. These defense
mechanisms depend, among others, on mucociliary clearance
via airway ciliated cells (10), on the capacity to regenerate an
intact respiratory epithelium after injury (22, 69), and its ability
to participate in inflammatory responses by secreting pro- and
anti-inflammatory cytokines (83). Alveolar type II (ATII) cells
synthesize and secrete surfactants, which are crucial in lower-
ing surface tension in alveoli (1). Finally, one of the main
functions of epithelial cells is to control the ionic composition
and volume of fluids at the surface of the airways and alveoli.
In fact, transepithelial transport of ions and liquid is probably
the most extensively studied function of epithelial cells. In
normal airways (Fig. 1A), the balance between Na absorption
and Cl secretion is necessary to maintain an adequate peri-
ciliary liquid volume for proper ciliary function (7). This
balance is disturbed in cystic fibrosis patients (CF; Fig. 1A),
resulting in reduced periciliary volume and mucus accumula-
tion. In alveoli (Fig. 1B), Na and Cl absorption is essential
for alveolar fluid clearance at birth as well as for the resolution
of lung edema in adults (4).
Because of the crucial role of Na and Cl transport in lung
physiology and pathophysiology, Cl and Na channels, par-
ticularly cystic fibrosis transmembrane receptor (CFTR) and
epithelial Na channel (ENaC), have been most investigated
extensively. In contrast, fewer studies have focused on the role
of K channels in pulmonary epithelial physiology. To date,
almost 40 different types of K channels have been detected in
the airways and alveolar epithelial cells, but the function of
many of them is still unknown. These channels belong to the
three main K channel classes and are characterized by various
electrophysiological and regulatory properties. Some of them
have been shown to participate in crucial processes of respi-
ratory physiology. One of the main K channel functions in
epithelia is to control membrane potential and, thus, to main-
tain an electrochemical gradient for ion and fluid transport.
Such a role of K channels, recognized for many years in the
renal epithelium, is arousing increasing interest in the physi-
ology of the pulmonary epithelium. K channels could also
participate in other crucial lung epithelial cell functions, in-
cluding adaptability to oxygen levels or mucosal defense.
The primary purpose of this review is to summarize current
knowledge of the molecular identity and electrophysiological
as well as regulatory properties of K channels expressed
along airway and alveolar epithelia. Its secondary aim is to focus
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on the proposed functions of K channels in lung physiology and
their potential role in the resolution of certain lung pathologies.
Molecular Identity of K Channels Expressed in Airway and
Alveolar Epithelial Cells
Since the cloning of the first K channel, Shaker from
Drosophila (58) in 1987, more than 100 other K channels
have been identified at the molecular level. These channels
have been classified in three main groups, according to their
predictive number of transmembrane domains (TMD). The
first class with six TMD is divided in two subgroups: the
voltage-dependent K channels (Kv) and Ca2-activated K
channels (KCa). K channels from the second class are char-
acterized by four TMD and two pores (K2P). The third class is
composed of two TMD, inward-rectified K channels (Kir).
Despite this structural heterogeneity, all K channels pos-
sess a highly conserved signature within the pore region, the
GYG (Gly-Tyr-Gly) sequence. In some types of K channels,
including human ether-a-go-go-related gene (hERG) or ATP-
sensitive K (KATP), the GYG sequence is, however, replaced
by GFG (Gly-Phe-Gly). This GY/FG sequence forms the
selectivity filter of K channels. Another common property of
K channels is their high selectivity for K over Na (100
to 1), an essential feature for their function (19, 54).
More than 30 different K channels from these three main
classes have been detected in the respiratory epithelium
(Tables 1 and 2). A phylogenic tree of K channels is
presented in Fig. 2.
Six-TMD, Kv channels. The human KvLQT1 gene (KCNQ1,
Kv7.1), responsible for human cardiac arrhythmia, was iden-
tified by positional cloning in 1996 (89). KvLQT1 expression
was subsequently reported in nasal (50), tracheal (16, 23, 95),
bronchial (Calu-3, 16HBE14o, NuLi, CuFi, ciliated cells
from terminal bronchioles) (2, 12, 16, 50, 82), and ATII (44)
epithelial cells (Table 1). It was then established that KvLQT1
coassemble with MinK to form the channel responsible for
slow delayed rectifier K current (IKs) cardiac currents (95). In
the lungs, KvLQT1 could be associated with MinK-related
protein (MiRP), possibly with MiRP1 (KCNE2, Calu-3), MiRP2
(KCNE3, trachea, Calu-3), or MiRP3 (KCNE4, lung), which
are expressed in the airways and lungs (12, 23, 79) (Table 1).
This very-small-conductance K channel (3 pS) is activated
by cAMP and inhibited by chromanol 293B (91). Among all
Kv channels from the respiratory epithelium, KvLQT1 is
probably the most studied, and evidence of their functional
expression and physiological role has been documented. A
great deal of evidence originated from Ussing chamber exper-
iments showing chromanol 293B- or clofilium-sensitive short-
Fig. 1. Schematic model of ion transport across alve-
olar and airway epithelia. A: equilibrium between Na
absorption and Cl secretion across the airway epithe-
lia is necessary to maintain adequate periciliary liquid
volume and mucociliary clearance. Cl secretion in-
volves Cl entry through a basolateral Na-K-2Cl
or K-Cl cotransporters, followed by its exit via
apical Cl channels, such as the cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator (CFTR). Cystic fi-
brosis (CF) mutations resulting in dysfunctional CFTR
channel cause reduced Cl and fluid secretion. PCL,
periciliary liquid. B: Na absorption across the alveo-
lar epithelium (alveolar type I and II cells: ATI and
ATII, respectively) involves passive Na entry via
apical Na channels [mainly epithelial Na channel
(ENaC)] with subsequent extrusion through basolateral
Na-K-ATPase. K are then recycled by basolateral
K channels. Most of the transport mechanisms in
airway (A) and alveolar (B) epithelia are presented:
sodium channels: CNG, cyclic nucleotide gated; HSC,
highly selective channel (ENaC); NSC, nonselective
channel; Cl channels: CFTR and Ca2-activated Cl
channel (CACC), K channels, Na-K-ATPase
pump, Na-K-2Cl and K-Cl cotransporters,
aquaporine (AQP).
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circuit currents across the airway epithelia in normal and CF
nasal cells (50), tracheal cells (23), Calu-3 cells (12, 53),
normal NuLi, and CF CuFi bronchial cell lines (82) as well
as in alveolar cell monolayers (81). It should be noted,
however, that we observed lower KvLQT1 expression and
currents in CF CuFi compared with normal NuLi bronchial
epithelial cells. Our Ussing chamber experiments, per-
formed with apically permeabilized monolayers, demon-
strated KvLQT1 currents through the basolateral membrane
of NuLi and CuFi bronchial cells (82). Nevertheless, Moser
et al. (53) detected KvLQT1 channels and chromanol 293B-
sensitive currents also at the apical membrane of Calu-3
monolayers by immunocytochemistry and in electrophysio-
logical experiments, respectively.
Table 1. Identification of six-TMD K channels in airways and alveolar epithelium
Name Gene Locus Cell Type Evidence Ref. No.
Six-TMD, voltage-dependent K channels
Kv1.1 KCNA1 12p13.32 ATII (ap) Ra, Pd,e 55
Kv1.3 KCNA3 1p13.3 ATII (ap) Ra, Pd,e 55
Kv1.4 KCNA4 11p14 ATII (ap) Ra Pd,e 55
Kv1.5 KCNA5 12p13 Lung R 11
Kv1.7 KCNA7 19q13.3 Lung R 11
Kv2.2 KCNB2 8q ATII Ra 55
Kv4.1 KCND1 Xp11.23 ATII Ra 55
Kv4.2 KCND2 7q31 ATII (ap) Ra, Pd,e 55
Kv4.3 KCND3 1p13.3 ATII (ap) Ra, Pd,e 55
Kv6.1 KCNG1 20q13 Lung R 11
KvLQT1 (Kv7.1) KCNQ1 11p15.5 Nasal (wt/CF) Ra, Fh 49, 50
Trachea Ra,b,c, Pf, Fh 16, 23, 95
Calu3 (ap, bas) Ra, Pf, Fh 12, 53
16HBE Ra, Fh 2, 50, 53
ciliated term bronioles Rb 16
NuLi, CuFi Ra, Pd, Fh 82
ATII Ra, Pd, Fh 44, 81
Kv7.2 KCNQ2 20q13.3 16HBE14o- Ra, Pd 53
Kv7.3 KCNQ3 8q24 Calu-3 (ap, bas) Ra, Pd,f 53
Kv7.4 KCNQ4 1p34 Calu-3, 16HBE14o- Ra 53
Kv7.5 KCNQ5 6q14 Calu-3 (ap, lat), 16HBE14o- Ra, Pd,f 53
Kv9.3 KCNS3 2p24 ATII, A549 Ra 55
-Subunits
MiRP1 KCNE2 21q22.12 Calu-3 Ra 12
MiRP2 KCNE3 11q13-q14 Calu-3 Ra 12
Trachea Ra 23
MiRP3 KCNE4 2q36.3 Lung Rc 79
KChIP2 KCNIP2 10q24 ATII Ra 55
KChIP3 KCNIP3 2q21.1 ATII Ra 55
Kv1 KCNAB1 3q26.1 ATII Ra 55
Kv2 KCNAB2 1q36.3 ATII Ra 55
Kv3 KCNAB3 17p13.1 ATII Ra 55
Six-TMD, Ca2-activated K channels
SK1 KCNN1 19q13.1 16HBE Ra, Fh 2
KCa3.1 KCNN4 19q13.2 Nasal (wt/CF) Ra, Fh 49, 74
Trachea Pe, Fh 23, 80
Calu3 Pe, Fg,h 12, 26, 27, 76, 77
16HBE (ap, bas) Ra, Fh 2, 41
Primary HBE Fh 17, 20, 74
Bronchi, resp. bronioles Pe 80
NuLi (ap, bas), CuFi R1, Pd, Fh 82
A549 Ra, F g 78
ATII Ra 44
Seven- TMD, Ca2-activated K channels
BKCa KCNMA1 10q22.3 A549 Ra, Pd, Fg,h 34, 68
ATII Ra 44
Nasal (wt/CF) Fg 40
Molecular identity of voltage-dependent and calcium-activated 6-transmembrane domain (TMD) K channels expressed in respiratory epithelia. The names
of the channels and genes as well as their chromosomal localization (locus) and cell types expressing the channels are indicated. The experimental approaches
to mRNA (R), protein (P) and/or functional (F) evidence are also reported: PCR (a), in situ hybridization (b), Northern blotting (c), immunoblotting (d),
immunohistochemistry (e), immunofluorescence (f), patch-clamp (g), Ussing (h). mb, Membrane; ap, apical membrane; bas, basolateral membrane; lat, lateral
membranes; ciliated term bronioles, ciliated cells from the terminal bronchioles; resp. bronioles, respiratory bronchioles; wt and CF, normal and cystic fibrosis cells,
respectively; ATII, alveolar type II cells; Kv, voltage-gated K channels; BKCa, large-conductance Ca2-activated K; MiRP, MinK-related protein; HBE,
human bronchial epithelial.
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Kv channels constitute a large family, and several homologs
have been reported in lung epithelial cells (Table 1). In addi-
tion to the KvLQT1-Kv7.1 channel, KNCQ3 (Kv7.3) and
KCNQ5 (Kv7.5) proteins have been detected at the apical
membrane of Calu-3 cells (53). Kv7.2 and Kv7.5 have been
identified in human bronchial 16HBE14o cells (53). Tran-
scripts of other Kv channel subtypes, i.e., Kv1.1, -1.3, -1.4,
-2.2, -4.1, -4.2, -4.3, and -9.3, have been found in ATII cells
(42). Among them, Kv1.1, -1.3, -1.4, -4.2, and -4.3 have been
detected at the protein level and localized at the apical mem-
brane (42, 55, 56). Finally, other types (Kv1.5, -1.7, and -6.1)
have been demonstrated in the lungs (11). In addition to these
Kv pore-forming -subunits, some regulatory -subunits have
been identified in pulmonary epithelial cells. KChIP-2 and -3
as well as Kv-1, -2, and -3, for example, have been docu-
mented in ATII cells (55, 56).
It is difficult to determine if all of these Kv channels that
were detected in the respiratory epithelia are really functional.
In fact, two major types of Kv currents were reported in early
description of K currents in alveolar cells (15, 61). The most
frequently observed was the low-threshold (n-type) channel
resembling delayed-rectifier K channels. This 12-pS K
channel, sensitive to 4-aminopyridine, is activated at 40 to
20 mV membrane potential. The second type, the l-type or
high-threshold type, is activated at more positive potentials
(20 or 10 mV). It had to be noted that these currents
represent a combination of the Kv channel activities associated
to -subunits mentioned above.
6-TMD, KCa channels. KCa channels are composed of two
subfamilies, Slo and SK channels. SK4, also known as the
Gardos channel in red blood cells, IKCa or, more recently,
KCa3.1, was cloned in 1997 (33). In the lungs (Table 1),
KCa3.1 has been detected by immunohistochemistry in the
trachea (at the basolateral membrane), in bronchi, and bron-
chioles, but not in alveoli (80). Nevertheless, we found KCa3.1
mRNA and protein in primary cultures of ATII cells (44). We
also demonstrated the presence of KCa3.1 in non-CF (NuLi)
and CF (CuFi) bronchial cells, although in the latter one,
KCa3.1 protein expression and current were reduced compared
with NuLi (82). KCa3.1 was also detected in the bronchoal-
veolar cell line A549 (78), in non-CF and CF nasal polyps
(49), 16HBE14o (2) and Calu-3 cells (12). KCa3.1, en-
coding for intermediate-conductance (16 pS), KCa chan-
nels, sensitive to clotrimazole, charybdotoxin, and TRAM34, is
activated by 1-ethyl-2-benzimidazolinone (1-EBIO) and its
derivatives. Functional evidence of KCa3.1 channels comes
from short-circuit current experiments in Ussing chamber with
CF and non-CF nasal cells (49), 16HBE14o (2), Calu-3 (12),
NHBE (20), NuLi, and CuFi cells (82) and whole cell patch-
clamp experiments (78). Commonly located at the basolateral
membrane of pulmonary epithelia, KCa3.1 currents have also
been measured at the apical membrane of bronchial 16HBE14o
(2) and NuLi cells (37). Transcripts of another SK family mem-
ber, SK1, have been detected in 16HBE14o, but there is no
evidence of SK1 currents in these cells (2). Finally, large-conduc-
tance (200 pS), KCa channels (BKCa, maxi-KCa, or Slo1),
sensitive to iberiotoxin and charybdotoxin, are also expressed in
nasal (40), A549 (34, 68) and ATII cells (44).
Four-TMD, two-pore K channels. Several members of the
K2P family (Table 2) have been detected in the airway H441
cell line: Twik-1 and -2, Trek-1 and -2, Task-2, -3, and -4,
Thik-1, and KCNK7 (25). Their cellular localization has been
Table 2. Identification of 2- and 4-TMD K channels in airways and alveolar epithelium
Name Gene Locus Cell Type Evidence Ref. No.
Two-TMD, inward-rectified K channels
Kir2.1 KCNJ2 17q23-1q24.2 Fetal ATII Ra, Fg 52
RERF-LC-MA Ra, Pd 70
Kir3.1 GIRK1 KCNJ3 2q24.1 WBA, H69, H146, A549, H727, H2170, H226, H520 Ra, Pd 64
Kir3.2 GIRK2 KCNJ6 21q22.13-q22.2 WBA, H69, H209, H526, A549, H727, H520 Ra 64
Kir3.3 GIRK3 KCNJ9 1q21-q23 SAEC, WBA, H69, H146, H187, H209, H526, A549, H727, H2170, H226, H520 Ra 64
Kir3.4 GIRK4 KCNJ5 11q24 SAEC, WBA, H69, H146, H187, H209, H526, A549, H727, H2170, H226, H520 Ra 64
Kir4.2 KCNJ15 21q22.2 NuLi Ra *
Kir6.1 KCNJ8 12p11.23 Lung F 71
NuLi, CuFi Ra, Pd, Fh 82
A549, H460 *
ATII Ra, Pd, Fh 43, 81
Kir7.1 KCNJ13 2q37 Lung Rc 18
Four-TMD, 2 pore K channels
Twik 1 KCNK1 1q42-q43 H441 Ra, Fg 25
Calu3 Ra, Fh 14
Twik 2 KCNK6 19q13.1 H441 Ra, Fg 25
Calu3 (ap. mb) Ra, Pd,e, Fh 14
Trek 1 KCNK2 1q41 H441 Ra, Fg 25
Calu3 (ap. mb) Ra, Pd,e, Fh 14
Trek 2 KCNK10 14q31 H441 Ra, Fg 25
Task 2 KCNK5 6p21 H441 Ra, Fg 25
Calu3 (vesicles) Ra, Pd,e, Fh 14
Task 3 KCNK9 8q24.3 H441 Ra, Fg 25
Task 4 KCNK17 6p21.2-p21.1 H441 Ra, Fg 25
Thik 1 KCNK13 14q31-q32 H441 Ra, Fg 25
KCNK7 KCNK7 11q13 H441 Ra, Fg 25
Molecular identity of 2-pore, 4-TMD and inward-rectified, 2-TMD channels. *Unpublished results.
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investigated in Calu-3 cells: Twik-2 and Trek-1 have been
detected at the plasma membrane level, mostly at the apical
membrane, whereas Task-2 seems to be localized in intracel-
lular vesicles beneath the apical membrane (14). Agents such
as bupivicaine, lidocaine, and quinidine have highlighted the
presence of functional K2P currents through the apical mem-
brane of Calu-3 monolayers.
Two-TMD, Kir. Transcripts of many two-TMD Kir have
been found in the lungs (Table 2): Kir2.1 [in fetal ATII cells
(52) and in the small cell lung cancer cell line RERF-LC-MA
(70)], Kir3.1, -3.2, -3.3, and -3.4 [also called GIRK1, -2, -3,
and -4, expressed in cancer cell lines, including A549 cells
(64)], Kir4.2 (in NuLi cells, unpublished data), Kir6.1 [in ATII
(43, 81), NuLi, CuFi cells (82)], and Kir7.1 [in total lung
extracts (18)]. Functional evidence of two of them, Kir6.1 and
Kir2.1, has been documented. An IRK1 (Kir2.1), inward-
rectified current, with 31-pS unitary conductance, has been
observed in fetal alveolar cells (52). In adult alveolar cells, we
identified a KATP channel, formed from the inwardly rectify-
ing, pore-forming subunit Kir6.1 and sulfonylurea receptor
SUR2B subunits (43). This channel, sensitive to ATP, is
activated by pinacidil and inhibited by glibenclamide. Proof of
functional KATP channels at the basolateral membrane of
bronchial (NuLi, CuFi) (82) and alveolar cells (43) has been
generated in Ussing chamber short-circuit current experiments.
However, we noted that KATP currents and Kir6.1 protein
expression are reduced in CuFi compared with NuLi cells (82).
Thus 30 different pore-forming -subunits, plus several
regulatory -subunits, have been detected in the respiratory
epithelium. This huge molecular diversity is intriguing. Unfor-
tunately, the large number of K channels, expressed in the
same cell, and often at the same membrane of polarized
epithelium, complicates the task of precisely establishing the
cellular function of each K channel type. In following sec-
tions, we will analyze what is currently known about their
function in lung physiology and physiopathology.
K Channel Function in Lung Epithelial Physiology
Gas exchange and alveolar stability. Lung ability to rapidly
adapt to environmental changes in PO2 is crucial for survival.
Neuroepithelial bodies (NEB) localized in the airway epithe-
lium, arterial carotid bodies, and pulmonary smooth muscle
cells are the three main PO2-sensing systems (35, 36). These
cells express several ion channels, particularly K channels
that are sensitive to O2 levels. Indeed, the two-pore channel
Task-3 and the voltage-dependent channel Kv3.3, expressed in
native NEB and the immortalized model of NEB (the H146 cell
Fig. 2. K channels of the respiratory epithelium.
A phylogenic tree (A) was generated (on http://
www.phylogeny.fr website, “treeviewers,” Draw-
tree), after the alignment (with ClustalW soft-
ware) of amino acid sequences of K channels
reported in epithelial cells from the airways and
alveoli. The different classes of K channels are
distinguished by the following colors: green, in-
ward-rectified, 2-transmembrane domain (TMD)
channels; blue, 2-pores, 4-TMD channels; orange,
voltage-dependent, 6-TMD channels; red, Ca2-
activated channels. Schematic models of TMD K
channel topologies are presented in B. It should be
noted that the large-conductance Ca2-activated
(BKCa) channel, commonly associated with the
6-TMD family, could be composed of 7 TMD.
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line), have been shown to be inhibited after acute hypoxia (35,
36, 87). Other types of Kv channels, e.g., Kv1.5 and Kv2.1,
could be responsible for O2-sensitive currents in vascular
smooth muscle cells (VSMC) (for review, see Ref. 46). Kv1.1,
Kv4.3, and Kv9.3 channels, which are expressed in alveolar
cells (55), are also regulated by O2 (63). Moreover, it has been
shown that Kv1.1, Kv4.3, and Kv9.3 mRNA expression is
decreased after chronic hypoxia in VSMC (63). Inhibition of
K channels seems to be a key element of O2 detection and a
crucial determinant of the cellular response to hypoxia. Indeed,
membrane depolarization, due to hypoxic K channel inhibi-
tion, is thought to induce Ca2 influx through voltage-gated
Ca2 channels with subsequent transmitter release by NEB
cells (Fig. 3) (for review, see Refs. 35 and 46).
A third K channel class, i.e., Ca2-activated channels,
could also act as an O2 sensor. Indeed, the open time of the
BKCa channel is severely reduced after PO2 decreases in alve-
olar A549 cells (34), whereas chronic hypoxia has no effect on
channel expression. Another study reported two types of K
currents activated by reoxygenation after hypoxia in this cell
line; the first is a delayed-rectifier type, and the second, a
slow-inactivated type (39).
The nature of the O2 sensor and the mechanisms whereby
changes in O2 regulate K channel activity remain uncertain.
Because BKCa channels expressed in HEK293 are still inhib-
ited by hypoxia after patch-excision, it could be postulated that
a soluble intracellular component was not required (45). Al-
though intrinsic O2 sensitivity of the pore-forming subunit
cannot be excluded, the mechanism of K channel inhibition is
most probably dependent on O2-sensitive accessory proteins. It
has been consistently shown that the Kv1.2 subunit confers
oxygen sensitivity to the Kv4.2 channel expressed in HEK293
cells (62). Several studies have also proposed the existence of
a redox model of O2 sensing that involves reactive oxygen
species produced by NADPH oxidase or mitochondria (Fig. 3)
(for review, see Refs. 35 and 46).
Thus the K channels of O2-sensing systems, e.g., NEB and
pulmonary smooth muscle cells, are key elements of the
adaptive function of the lungs in response to environmental
changes in O2 levels. It has been also proposed that rapid
detection of O2 variation by alveolar K channels and subse-
quent modulation in K channel activity could result in
changes in ion transport and fluid clearance through alveolar
epithelia (34, 55, 56). Finally, it has been postulated that
alteration of O2 sensing by K channels could participate in
pathological conditions, including pulmonary hypertension
(46, 63).
Lung surfactant, synthesized and secreted by ATII cells,
reduces surface tension in alveoli, which prevents alveolar
collapse during expiration, and plays a protective role against
infection. Several signaling pathways are involved in the con-
trol of surfactant secretion via exocytosis of lamellar bodies by
ATII cells (for review, see Ref. 1). Many studies have high-
lighted the crucial role of Ca2 signals in that process (1, 24).
Furthermore, it has been shown that Ca2 uptake in lamellar
bodies is dependent on the following two mechanisms: pH
gradient and K transport. Indeed, Ca2 uptake in lamellar
bodies is greater in the presence of K, and this K-dependent
Ca2 uptake is prevented by the K channel inhibitors TEA
and 4-aminopyridine (86). K transport could thus participate
in the control of surfactant secretion, through Ca2 signal
modulation. Considering the lack of extensive studies on the
topic, this hypothesis needs to be verified.
Epithelial repair after injury. The respiratory epithelium is
continuously exposed to dust and pathogenic agents. The first
line of defense against these aggressions is provided by the
mucociliary clearance of particles and pathogens trapped in
mucus, combined with the action of antimicrobial/immune
molecules. In spite of these efficient defenses, bacterial infec-
tions and inflammatory responses can develop, leading to
epithelial injury (Fig. 4A). Indeed, chronic inflammatory dis-
eases, such as CF or asthma, for example, are characterized by
tissue damage and remodeling. After injury, epithelial repair is
crucial to restore respiratory functions and barrier integrity
against bacterial infections. Several processes are sequentially
engaged in pulmonary epithelial regeneration (Fig. 4A):
1) dedifferentiation, spreading, and migration of healthy cells,
2) cell proliferation, and 3) redifferentiation (3, 22, 69). As
seen in Fig. 4B, similar processes are observed in our
mechanical wound-healing model of alveolar cell monolay-
Fig. 3. Schematic model of O2 sensing and cellular
responses to hypoxia in lung neuroepithelial body
(NEB) cells. Postulated cellular responses to hyp-
oxia (1) in NEB of the lungs are presented. Various
O2 sensors (2) have been proposed, including
NADPH-dependent and -independent mechanisms,
coupled with K channel activity (3). Hypoxic in-
hibition of voltage-gated K (Kv), Task, or Ca2-
activated K (KCa) channels (3) then leads to,
sequentially, membrane depolarization (4), activa-
tion of voltage-gated Ca2 channels (5), Ca2 influx
(6), and neurotransmitter release (7).
Review
L150 K CHANNEL FUNCTION IN EPITHELIAL CELLS
AJP-Lung Cell Mol Physiol • VOL 296 • FEBRUARY 2009 • www.ajplung.org
 o
n







ers (81). Several external mediators and intracellular signals
control repair processes of the respiratory epithelium.
Growth factors, such as epidermal growth factor (EGF),
hepatocyte growth factor, transforming growth factor-, and
keratinocyte growth factor, through their respective receptors,
induce mitogenic, motogenic, and morphogenic responses that
are crucial for epithelial repair. Because K channel activity
has been shown to modulate proliferation and migration of
various cell types (9, 13, 29, 38, 48, 59, 60, 67, 88, 94), we
recently hypothesized that K channels could also be involved
in respiratory epithelia repair. We then demonstrated that
alveolar and bronchial repair processes are highly dependent
on K channel activity (81, 82) (Fig. 4C). More precisely,
KATP or KvLQT1 inhibition reduces alveolar EGF-stimulated
wound healing, cell migration, and proliferation. Conversely,
alveolar wound healing is stimulated by pinacidil, a KATP
channel activator, which also increases cell migration (81). In
NuLi bronchial epithelia, KATP, KvLQT1, and KCa3.1 inhib-
itors elicit a significant and additive inhibitory effect on wound
healing, cell migration, and proliferation, under EGF-
stimulated conditions. Furthermore, our results suggest that the
delay in wound healing observed in CF bronchial cell monolayers
(CuFi) could be the result of defective EGF receptor signaling
coupled with reduced K channel function and expression (82).
The mechanisms that link K channel activity to cell mi-
gration and proliferation processes are not clearly defined.
However, the role of KCa3.1 channels in kidney cell migration
has been studied extensively, and it has been established that a
rise in intracellular Ca2 and massive K efflux through
KCa3.1 channels, causing cell shrinkage, induces retraction of
the rear part of migrating cells (72, 73). In addition, changes in
K channel activity have been postulated to control cell pro-
liferation by altering membrane potential, intracellular Ca2,
and cell volume as well as growth factor-mediated mitogenic
signals (90). Indeed, coupling between growth factor signaling
and K channel function has been reported in multiple cell
types. The open probability of 4-aminopyridine-sensitive Kv
channels, for example, is increased by EGF through protein
Fig. 4. Repair mechanisms of pulmonary epithelia.
A: after injury (step 1), several mechanisms are
sequentially engaged in airway and alveolar epithe-
lia repair; spreading, dedifferentiation (step 3); and
migration (step 4) of healthy epithelial cells, fol-
lowed by proliferation and redifferentiation of stem
cells (steps 5 and 6). B: in vitro model of mechanical
wound injury (81, 82). Images of alveolar monolay-
ers during repair are presented. Cells in the wound
are undifferentiated (absence of blue, phosphatase
alkaline staining), spread, and lamellipodia stretch
out to connect the wound edges. Some cells, with 2
nuclei, are in division. C: schematic model of epi-
dermal growth factor (EGF)- and K channel-de-
pendent pulmonary epithelial repair based on our
in vitro results (81, 82). In this model, EGF, released
by injured/repairing alveolar or bronchial epithelial
cells (step 1), activates EGF receptor (EGFR; step
2), leading to the stimulation of KATP and KvLQT1
currents (step 3) through the basolateral membranes
of bronchial and alveolar monolayers. Chronic treat-
ments with EGF also increase KATP and KvLQT1
expression in alveolar cells (step 4). K channel
inhibition prevents, in large part, EGF-stimulated
cell migration (step 5) and proliferation (step 6). K
channel activity, coupled with EGF/EGFR signal-
ing, is then a crucial component of cell migration
and proliferation processes favoring epithelial re-
pair. Direct stimulation of cell migration and prolif-
eration by other EGF signaling pathways could also
be involved (step 7).
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kinase A-dependent phosphorylation in myeloblastic cells (88).
EGF also stimulates KCa channels in mucous airway cells
(28). We consistently observed a stimulation of alveolar and
bronchial K channels after exposure to EGF (81, 82).
Thus K channel activity controls cell proliferation, migra-
tion, and, subsequently, repair mechanisms of the respiratory
epithelia. K channel activation could then represent a prom-
ising strategy to enhance epithelial repair after injury. On the
other hand, K efflux, after K channel activation, has been
identified as one of the first steps of cell apoptosis, especially
in tumor cells (90). Activation of the caspases and endonucle-
ases could be a consequence of cell shrinkage and intracellular
K depletion after K efflux and/or to the secondary activation
of proapoptotic molecules (90). Although the role of K
channels in lung epithelial cell apoptosis has not been studied
extensively, it could be hypothesized that these channels play
a very complex role in the balance between cell migration,
proliferation, and apoptosis during lung epithelia regeneration
after injury.
Inflammatory responses. The inflammatory responses occur-
ring in several lung pathologies could be involved in both
injury and repair processes of the pulmonary epithelium. In
addition, inflammation could regulate K channel function and
expression. The impact of inflammation on K channels has
been studied in several other tissues. It has been reported, for
example, that inflammation stimulates KATP channels (30) and
decreases BKCa open probability (47) in smooth muscle cells.
The proinflammatory cytokine tumor necrosis factor (TNF)
also exerts a complex action on K channels by upregulating
some of them (21, 85, 93) and downregulating others (66, 85).
In the airways, bronchial KCa3.1 currents have been shown to
be stimulated by interleukin (IL)-13 (20). Moreover, our ex-
periments have disclosed that TNF treatment enhances
KvLQT1 protein in bronchial cells (unpublished data). In
inflammatory pathologies, such as CF, modulation of K
channel expression and function by inflammatory molecules
could interfere with ion and fluid transport (see section below)
as well as repair processes of the injured epithelia (see section
above).
Some studies have also evaluated the impact of K channel
modulation on inflammatory responses. On the one hand,
nicorandil, a KATP opener used as a vasodilator, reduces TNF
release by lymphocytes (92). On the other hand, KATP channel
inhibition decreases neutrophilic infiltration as well as TNF
and IL-6 levels in the lungs and intestine in an ischemic-
reperfusion model (65). It has also been shown that lipopoly-
saccharide (LPS) and TNF both enhance Kv1.3 currents and
expression in macrophages (85). Moreover, LPS- and TNF-
induced macrophage activation as well as macrophage prolif-
eration are reduced after inhibition of Kv1.3 channels (85). In
addition, inhibition of K channels by quinine prevents LPS-
induced TNF expression and release by alveolar macrophages
(51). Thus K channels could participate in complex inflam-
matory responses in lungs by regulating immune cell functions.
Control of ionic and liquid transepithelial transport. The ion
and fluid transport functions of the pulmonary epithelium are
essential to lung physiology in all stages of life. Indeed, Cl
and liquid secretion is crucial to fetal lung development (57),
whereas Na absorption favors alveolar liquid clearance at
birth. This phenomenon is also essential for the resolution of
pulmonary edema(4). In the airways, equilibrium between Cl
secretion and Na absorption is necessary to maintain ade-
quate periciliary volume crucial for ciliary function (5, 6). In
CF patients, reduced Cl secretion and Na hyperabsorption
lead to inefficient mucociliary clearance and mucus accumu-
lation (CF; Fig. 1A) that favor chronic infections and inflam-
mation (8). Adequate control of Na absorption, Cl secretion,
and liquid transport is thus necessary in normal lung function
as well as for the resolution of pathologies characterized by ion
transport abnormalities. As detailed below, K channels, by
controlling membrane potential and creating an electrochemi-
cal gradient for Na and Cl transport, are thus key elements
in the control of liquid surface volume and composition.
K channels and Cl secretion in the airways. In the airways,
two main K channel types, namely, KvLQT1 and KCa3.1
channels, have been associated with the control of Cl secre-
tion (Fig. 1A). Indeed, pharmacological inhibition of
KvLQT1 and KCa3.1 channels strongly reduces Cl transport
in nasal, tracheal, and bronchial cells (2, 12, 17, 23, 49, 50).
Conversely, it has been shown that KCa3.1 activation, by
compounds such as 1-EBIO (49), DC-EBIO (75), 4-chloroben-
zo[f]isoquinoline (CBIQ) (77), and chlorzoxazone (74), for
example, stimulates Cl secretion through CFTR and/or Ca2-
activated Cl channels (CaCC) in non-CF airway cells. In
nasal cells from CF patients with F508 mutation, no Cl
secretory response is detected in the presence of chlorzoxazone
(74). Another study revealed that 1-EBIO increases UTP-
activated Cl secretion, whereas it has no effect on cAMP-
induced Cl secretion, indicating that KCa3.1 activation could
enhance Cl transport through alternative CaCC in the absence
of CFTR in nasal CF cells (49). In primary cultures of human
bronchial cells from F508 patients, 1-EBIO failed to stimulate
Cl secretion at 37°C. However, this compound significantly
enhanced Cl currents in cells cultured at 26°C, which in-
creased F508 CFTR processing at the membrane (17). Since
then, KCa3.1 channel activation has been proposed as a prom-
ising strategy to favor Cl transport in CF tissues through
residual or partially rescued CFTR as well as alternative Cl
channels (CF; Fig. 1A).
K channels and Na absorption. As illustrated in our
schematic model of alveolar absorption (Fig. 1B), Na absorp-
tion depends on passive Na entry through apical Na chan-
nels (cyclic nucleotide gated, highly selective channel, and/or
nonselective channel) and active exit by basolateral Na-K-
ATPase, whereas K are recycled by basolateral K channels,
in agreement with the Ussing model (84). In ATI cells, K
currents have been detected, but the exact molecular identity of
these K channels is still unknown (ATI; Fig. 1B) (31, 32). In
ATII cells, we have identified three types of K channels, i.e.,
KvLQT1, KATP, and KCa3.1 channels, at the basolateral mem-
brane primary culture. These channels play a prominent role in
Cl and Na alveolar transport (43). Interestingly, we also
observed that long-term modulation of K channels (24-h
treatments with KvLQT1 or KATP inhibitors or activators)
regulates not only Na and Cl transport but also controls
ENaC and CFTR expression as well as liquid absorption
through ATII monolayers (44). These results are in agreement
with a study by Sakuma et al. (71) demonstrating that KATP
activation increases alveolar clearance in the resected human
lung. In Na-absorbing H441 human airway epithelial cells,
for example, another class of K channels located at the
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basolateral membrane, i.e., K2P K channels, has been pro-
posed to maintain the driving force for Na absorption (25).
Emerging role of apical K channels in transepithelial trans-
port. Although it has been assumed that K channels, such as
KvLQT1 and KCa3.1, controlling the electrochemical gradient
for Na and Cl transport are located at the basolateral
membrane, apical localization of these channels in bronchial
cells was reported recently (2, 53). Furthermore, XE-991, an
inhibitor of KCNQ channels, inhibited the short-circuit cur-
rents through Calu-3 monolayers measured in basal conditions,
indicating that these channels participate in the basal Cl
secretion (53). The same group also identified K2P K chan-
nels at the apical membrane of Calu-3 cells. These channels
may participate in K exit/recycling across the apical mem-
brane and could help transepithelial anion secretion (14).
Finally, many Kv channels have also been detected at the
apical membrane in ATII cells (42, 55). It has been proposed
that they could be involved in K secretion.
Conclusion. In summary, it has been clearly established that
K channels play a central role in the respiratory epithelium by
participating in the control of alveolar and airway surface
liquid composition and volume. Other functions, including O2
sensing and epithelial repair, have been highlighted. However,
among30 different types of K channels detected in alveolar
and airway epithelial cells, the physiological roles of many of
them remain unknown and deserve future study.
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Chapitre 4 - Discussion - perspectives  
Notre étude a permis pour la première fois d’attribuer un rôle aux canaux K+ 
couplés à l’activité du facteur de croissance épidermique (EGF) dans les processus de 
réparation de l’épithélium alvéolaire sain et l’épithélium bronchique sain et fibrose 
kystique (FK). En effet, nous avons observé que la réparation des lésions en présence 
d’EGF dépendait de l’activité des canaux K+. De plus, nous avons pu noter que notre 
modèle de cellules FK homozygote ∆F508 (CuFi-1) présentait un retard de réparation, 
qui serait dû à une migration des cellules FK plus lente. Selon nos résultats, ce délai de 
réparation des cellules FK pourrait être possiblement expliqué par une plus faible 
sécrétion d’EGF, un défaut de l’activation de la voie du récepteur de l’EGF (EGFR) 
combinée à une activité et expression réduites des canaux K+. 
 
1) Modèle de plaies mécaniques 
Notre modèle de plaies mécaniques était idéal par sa simplicité et par sa 
reproductibilité pour tester nos premières hypothèses. En effet, ce modèle était adéquat 
pour le but de l’étude, qui était de démontrer l’implication des canaux K+ dans les 
processus de migration et de prolifération, des phénomènes cruciaux pour la réparation de 
l’épithélium respiratoire. Nous avons réalisé une expérience à intervalle de temps (voir 
vidéo 1 dans la section Supplemental Videos sur le site de American Journal of 
Physiology : Lung, Cellular and Molecular Physiology) pour suivre la réparation d’une 
plaie mécanique sur une monocouche cellulaire, où nous avons clairement pu voir la 
formation de pseudopodes et le mouvement des cellules aux bords de la plaie. De plus, 
nous avons pu également observer de la division et de la prolifération cellulaire. En effet, 
nous avons pu discerner la présence de plusieurs cellules binucléées qui engendraient par 
la suite des cellules filles. Nous avons également confirmé la capacité des cellules 
alvéolaires et bronchiques à migrer et à proliférer via des essais en chambre de type 
Boyden, d’incorporation de thymidine tritiée (3H-thymidine) et par comptage cellulaire.  
Nos résultats ont pu confirmer que les cellules épithéliales alvéolaires et 
bronchiques avaient la capacité de réparer une lésion en faisant intervenir non seulement 
la migration et la prolifération, mais aussi des changements de différenciation. En effet, 
nous avons observé chez les cellules alvéolaires de type II (ATII) en culture primaire, 
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qu’elles étaient capables de se dédifférencier, puisqu’elles perdaient leur marquage bleu 
de la phosphatase alcaline caractéristique des cellules ATII. En effet, comme nous 
pouvons le voir dans la figure 31A, les cellules au centre de la plaie sont roses, ce qui 
indique une première transition ATII Æ ATI (voir figure 31B). Nous pouvons voir tout 
comme dans notre expérience à intervalle de temps que ces cellules en migration forment 
des pseudopodes et celles en division possèdent deux noyaux. Cependant, de façon 
intéressante, nous avons noté qu’à mesure que les lèvres de la plaie se referment, les 
Cellules en mitose, 
dédifférenciées 
Cellules ATII, 







Figure 31. Cellules ATII en culture primaire. A) Photos des cellules ATII marquées à 
la phosphatase alcaline montrant la dédifférenciation de cellules ATII pendant les 




cellules se redifférencient et retrouvent graduellement leur marquage bleu, ce qui indique 
une nouvelle transition ATI Æ ATII (voir figure 31B). Vers la fin, les cellules sont 
éventuellement capables de rétablir une monocouche uniforme de cellules ATII (voir 
figure 31A). Ces observations sont consistantes avec celles retrouvées dans la littérature. 
En effet, il a d’abord été démontré que le phénotype des cellules ATII en culture primaire 
était préservé pendant plusieurs jours. De plus, suite à une lésion, les cellules semblent 
former un intermédiaire cellulaire dérivé des cellules ATII et en processus de 
transformation en cellules ATI (26). Enfin, l’étude des cellules ATII est importante 
puisqu’elles sont considérées comme des cellules souches pour l’épithélium alvéolaire 
adulte (4). 
 
1.1) Limitations de notre modèle de plaie mécanique 
1.1.1) Processus de réparation 
 Notre modèle se limite à l’étude de la réparation épithéliale de monocouches 
cellulaires, qui fait intervenir la migration et la prolifération cellulaire et dans une 
certaine mesure des changements de phénotype. Cependant, nous sommes conscients que 
ces phénomènes ne sont pas les seuls à intervenir dans la réépithélisation. En effet, le 
processus de différenciation cellulaire est essentiel à la régénération in vivo d’un 
épithélium pseudostratifié et fonctionnel au niveau des voies aériennes. Par conséquent, il 
est évident que notre modèle de réparation épithéliale sur monocouche cellulaire cultivée 
sur plastique ne nous a pas permis d’explorer en profondeur le phénomène de 
différenciation cellulaire en dehors de celle des cellules ATII détaillée précédemment.  
 
1.1.2) Environnement cellulaire 
 Notre modèle est également limité puisqu’il se réduit à l’étude in vitro des 
mécanismes de réparation d’un type cellulaire à la fois. Toutefois, nous sommes tout à 
fait conscients que les processus de réparation in vivo sont beaucoup plus complexes, que 
ceux représentés dans notre modèle in vitro. En effet, la régénération épithéliale in vivo 
met en branle toute une panoplie de types cellulaires, qui ne sont pas représentés dans 
notre modèle, tels que les cellules de Clara, les cellules inflammatoires, les cellules 
endothéliales et les fibroblastes. Celles-ci sont essentielles dans différents phénomènes, 
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tels que la dégradation des tissus partiellement dénaturés pour faire place à la production 
de matrice provisoire, qui permet ensuite la migration et la prolifération des cellules 
basales, épithéliales, endothéliales et des fibroblastes pour venir recouvrir la région de la 
lésion (83, 133, 142). Les cellules de Clara, qui sont des cellules progénitrices, sont 
également importantes dans la régénération de l’épithélium bronchiolaire (1).  
 
1.1.2.1) Interaction épithélio-mésenchymateuse dans les processus de réparation 
La réparation épithéliale dépend également de la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM), qui consiste à la transformation des cellules épithéliales 
différenciées en cellules mésenchymateuses (158). L’épithélium lésé peut communiquer 
avec le mésenchyme en relarguant du TGF-β, augmentant la population de fibroblastes et 
de myofibroblastes (134, 158). Cependant, il a été démontré que les cycles répétés de 
lésion et réparation pouvaient induire une augmentation de l’activité des fibroblastes et 
des myofibroblastes, occasionnant la cicatrisation et le développement progressif de la 
fibrose, puis un remodelage des voies aériennes (132, 134, 158). De plus, il a été 
démontré que les myofibroblastes pouvaient synthétiser et sécréter un éventail de 
cytokines et de facteurs de croissance, perpétuant ainsi la réponse inflammatoire (134). 
L’EGF semble pouvoir bloquer l’activité de TEM induit par le TGF-β. En effet, il faut 
considérer l’épithélium respiratoire comme une composante active qui, dépendant de la 
nature et la sévérité de la lésion, peut tendre vers une réépithélisation normale, une 
fibrogénèse ou même à l’apoptose (158). 
  
1.1.3) Environnement inflammatoire et facteurs de croissance 
 Ces processus de réparation épithéliale sont également régulés par une multitude 
de facteurs de croissance et de molécules inflammatoires, sécrétés par un large éventail 
de cellules trouvées dans les voies aériennes. L’environnement inflammatoire peut 
s’avérer très important dans les processus de réparation épithéliale. En effet, Shute et al. 
(2003) soulignait que les patients atteints de la FK présentaient des niveaux élevés de 
facteurs de croissance et de cytokines. Dans notre étude, nous avons mis l’emphase sur 
un seul facteur de croissance, l’EGF, que nous verrons en détail à la section 2.  
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Bref, il est évident que les conclusions basées sur notre modèle de plaies 
mécaniques en présence d’un seul facteur de croissance ne représentent pas parfaitement 
la réalité, mais elles révèlent cependant un rôle insoupçonné à ce jour d’un couplage des 
canaux K+ et de l’EGF dans les processus de réparation épithéliale respiratoire (voir 
section 3.2). 
 
1.2) Modèles alternatifs 
Aucun modèle in vivo pour les lésions au niveau de l’épithélium respiratoire 
n’existe à ce jour pour la pathologie de la FK. En effet, plusieurs équipes ont développé 
des modèles de souris KO-CFTR ou homozygote ∆F508. Cependant, ces modèles 
animaux souffrent d’obstruction intestinale, comme certains patients FK, mais ne 
développent pas de lésions épithéliales ni de complications respiratoires (151, 152). 
 Le modèle murin développé par Mall et al., qui présente une hyperabsorption de 
Na+, est le seul qui développe un phénotype pulmonaire avec plusieurs caractéristiques de 
la FK, telles que l’inflammation neutrophilique, la métaplasie des cellules caliciformes, 
l’hypersécrétion de mucus ainsi que l’obstruction des voies aériennes (10, 151). La 
surexpression du canal ENaC entraîne des altérations du volume de surface des voies 
aériennes occasionnant une clairance des bactéries altérée (10). Toutefois, chez ce 
modèle murin, l’environnement (accumulation de mucus déshydraté, présence de 
molécules inflammatoires et clairance mucociliaire réduite) ne semble pas conduire au 
développement de lésions épithéliales. Sans cette caractéristique, ce modèle ne nous est 
pas utile et n’est donc pas une alternative possible pour notre étude sur la réparation de 
l’épithélium respiratoire. 
Il existe également un modèle de lésions épithéliales induites par l’instillation 
intra-trachéale de la bléomycine, une molécule qui possède des propriétés antibiotiques et 
cytotoxiques. Cependant, ce modèle occasionne la formation d’œdèmes pulmonaires et le 
développement de la fibrose pulmonaire, manifestations associées à la pathologie du 
syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) et non de la FK.  
Une étude in vivo sur les processus de réparation épithéliale s’avère alors 
impossible avec les modèles présentement disponibles. Toutefois, il semblerait que le 
porc, par sa grande homologie avec l’humain au niveau de l’anatomie, de l’histologie, des 
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propriétés biochimiques et physiologiques, serait potentiellement un modèle pertinent 
pour les études des tissus pulmonaires FK (152). Malgré les qualités de ce modèle, cet 
animal par sa taille et ses caractéristiques ne sera pas approprié pour nos études futures. 
La meilleure alternative à ce jour est le modèle développé par le laboratoire du Dre 
Christelle Coraux en France. Ce modèle de xénogreffe des voies aériennes humaines 
permettrait l’étude du processus de réépithélisation. En effet, ce modèle consiste en 
l’ensemencement des cellules épithéliales des voies aériennes humaines, issues d’ablation 
de polypes nasaux, sur une trachée de rat dénudé de son propre épithélium, greffé sur une 
souris athymique. Cela permet de suivre les différentes étapes de différenciation, menant 
à une réépithélialisation complète en épithélium pseudostratifié. Il est évident que cette 
alternative demeure un modèle in vitro, mais celui-ci se rapproche beaucoup plus de la 
réalité. En effet, ce modèle permet de mimer l’environnement inflammatoire et cellulaire 
(cellules basales, fibroblastes, matrice) lors du processus de réépithélisation (83). De 
plus, ce modèle peut s’avérer très utile et intéressant pour étudier les mécanismes de 
réparation, mais surtout le phénomène de différenciation cellulaire. Nous espérons 
effectivement entreprendre une collaboration avec le Dre Christelle Coraux pour la 
prochaine étape de notre étude. En effet, il sera intéressant de pouvoir explorer le rôle des 
canaux K+ et de l’EGF dans les mécanismes de réparation sur un épithélium 
pseudostatifié. L’utilisation de ce modèle nous permettra de mieux comprendre les 
processus de régénération épithéliale, puisque celui-ci ressemble et se rapproche plus des 
phénomènes observés in vivo. 
 
 
2) Rôle des facteurs de croissance dans les processus de réparation 
2.1) Rôle du EGF dans les processus de réparation 
 Il est reconnu que les facteurs de croissance modulent les processus de réparation 
dans plusieurs types cellulaires (32, 139, 155, 157). Dans cette étude, nous nous sommes 
concentrés sur l’EGF, facteur reconnu pour stimuler la réparation épithéliale pulmonaire 
in vitro et in vivo (84, 140, 155, 157). En effet, nos résultats montrent que la réparation 
des monocouches de cellules épithéliales pulmonaires cultivées sur support plastique 
ainsi que les phénomènes de migration cellulaire mesurée en chambre de type Boyden 
dépendent fortement de l’EGF. Par contre, la prolifération cellulaire, estimée par 
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incorporation de 3H-thymidine, semble peu ou pas modulée par celui-ci. Tout comme 
rapporté dans la littérature, nos résultats démontrent également que les récepteurs EGFR 
(erbB1) et erbB2 sont exprimés dans les cellules alvéolaires et bronchiques (137). Nous 
n’avons toutefois pas exploré le rôle des autres récepteurs de la famille erbB.  
 
2.1.1) Boucle autocrine de l’EGF 
Nos résultats suggèrent l’existence d’une boucle autocrine pour l’EGF lors des 
processus de réparation. D’abord, nos résultats démontrent que la réparation épithéliale, 
qui est dépendante de l’EGF, est fortement réduite en présence d’anticorps anti-EGF. 
Ensuite, nous avons observé que les récepteurs erbB1 et erbB2, possédaient une activité 
de base, estimée par le niveau de phosphorylation, mais pouvaient également être activés 
pendant la réparation des lésions des monocouches alvéolaires et bronchiques. Ensuite, 
nous avons montré qu’en bloquant l’activité tyrosine kinase des récepteurs erbB1 et 
erbB2 avec les inhibiteurs AG1478 et AG825, la réparation des cellules ATII était réduite 
à un niveau similaire à celui observé en présence de l’anticorps anti-EGF. De plus, nos 
résultats démontrent que l’application de milieux conditionnés récupérés de 
monocouches lésées pouvait stimuler la migration cellulaire. Ceci suggère qu’un 
médiateur est sécrété dans le milieu conditionné durant la réparation cellulaire. Enfin, 
nous avons confirmé que l’effet stimulateur de nos milieux conditionnés était occasionné 
par l’EGF, sécrété par les cellules en réparation. En effet, cette stimulation était renversée 
lorsque nous ajoutions au milieu conditionné de l’anticorps anti-EGF, qui titre l’EGF 
sécrété. Comme dans la figure 32, nos résultats révèlent donc que suite à une lésion, les 
cellules épithéliales alvéolaires et bronchiques sont capables de sécréter de l’EGF capable 
d’activer son récepteur de façon autocrine, qui stimule par la suite les processus de 
réparation.  
Nos résultats sont consistants avec ceux de la littérature, puisqu’il a effectivement 
été rapporté par plusieurs équipes que l’expression du récepteur EGFR était augmentée 
dans la région entourant la lésion (134, 137, 155). En effet, la littérature confirme que le 
récepteur EGFR dans les cellules bronchiques peut être activé suite à des lésions 
mécaniques. Ceci suggère que les cellules en réparation sécrètent des médiateurs, tel que 























Figure 32. Modèle de la boucle autocrine de l’EGF.  Suite à une lésion, les cellules en 
réparation sécrètent de l’EGF, qui vient activer son récepteur et ainsi stimule les 




phénomènes de réparation (154). Ensuite, Dong et al. (1999) ont démontré que de 
bloquer la sécrétion des ligands du récepteur EGFR inhibait la migration et la 
prolifération de différents types cellulaires. Dans le même ordre d’idées, Tokumaru et al. 
(2000) ont observé un retard de réépithélisation causé par la réduction de la migration des 
kératinocytes lorsqu’ils empêchent l’activation du récepteur EGFR par ses ligands (156). 
Il a également été démontré que suite à des lésions dans cellules épithéliales de la cornée, 
il y avait sécrétion de HB-EGF, agissant de façon autocrine sur le récepteur EGFR pour 
stimuler les processus de réparation (169). Ces études supportent et appuient donc notre 




2.2) Rôle des autres ligands du EGFR dans les processus de réparation
 Cette étude s’est focalisée sur l’EGF, il ne faut toutefois pas oublier que le 
récepteur EGFR possède plus d’un ligand, tels que le TGFα, le HB-EGF (heparin-
binding epidermal growth factor-like growth factor), l’amphiréguline, la bêtacelluline, 
l’épiréguline, l’épigène ainsi que l’héréguline. Ceux-ci sont synthétisés par divers types 
cellulaires, tels que les cellules épithéliales, les fibroblastes, les éosinophiles, les 
neutrophiles, les macrophages et les mastocytes (84, 134, 137, 124, 156). Il a été rapporté 
que le TGFα stimule la réparation épithéliale (140, 157) possiblement en activant la 
prolifération cellulaire (153). Le HB-EGF également semble impliqué dans la 
régénération épithéliale (154, 155).  
 L’activation du récepteur EGFR déclenche diverses voies de signalisation, telles 
que PLCγ-PKC, Ras-MAP kinases, GTPases, STAT, PI3 kinase et PLD. Ainsi, 
différentes voies de signalisation semblent s’enclencher suite à l’activation du récepteur 
EGFR pour stimuler les processus de réparation (124). La complexité de ce réseau des 
voies de signalisation empêche d’établir clairement l’association des évènements 
biochimiques à des effets biologiques précis. Toutefois, des études ont déterminé que 
certaines de ces cascades de signalisation sont impliquées dans les phénomènes de 
migration et de prolifération cellulaire (124). Pour pousser plus loin notre étude, nous 
aurions pu étudier plus finement les voies de signalisation et élargir nos expériences à 
d’autres facteurs de croissance. 
 
2.3) Rôle d’autres facteurs dans les processus de réparation 
2.3.1) Rôle d’autres facteurs de croissance dans les processus de réparation 
D’autres facteurs de croissance sont connus pour moduler les processus de 
réparation. Ensuite, on a rapporté que le TGF-β1 était sécrété suite à des lésions et était 
impliqué dans la stimulation de la réparation épithéliale (155). Son effet se ferait via la 
stimulation de la migration des cellules aux bords de la plaie (84, 139). En fait, il 
semblerait que le TGF-β pourrait également stimuler les MMP et donc la production de 
matrice extracellulaire nécessaire à la migration des cellules (83, 158). D’autre part, le 
KGF stimulerait différentes réponses cellulaires, telles que la migration et prolifération 
des cellules épithéliales (84, 140). De plus, il semblerait que l’effet stimulateur du KGF 
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se ferait via le récepteur EGFR (140). Le HGF, considéré comme le plus important 
mitogène, est aussi activé durant les processus de réparation et stimule la prolifération 
cellulaire (84, 140). Selon nos résultats (non-publiés), il semblerait que le HGF agirait par 
une voie paracrine et non autocrine, puisqu’il est sécrété par les cellules 
mésenchymateuses (fibroblastes), mais que son récepteur c-met est exprimé à la surface 
des cellules épithéliales. On retrouve aussi le FGF-2, qui est impliqué dans la progression 
du cycle cellulaire, la croissance et la différenciation cellulaire. Enfin, le VEGF est 
important dans le phénomène d’angiogenèse lors de la régénération épithéliale (84).  
 Il semble donc que les processus de réparation épithéliale dépendent d’une 
multitude de facteurs de croissance sécrétés par plusieurs types cellulaires. Alors, pour 
pouvoir dresser un meilleur portrait des facteurs régulant la réparation de l’épithélium 
respiratoire, il faudra élargir l’étude des facteurs de croissance. En effet, nous prévoyons 
éventuellement développer des co-cultures afin de pouvoir explorer l’impact d’un plus 
large éventail de facteurs de croissance sur les processus de réparation épithéliale en 
présence de plusieurs types cellulaires.  
 
2.3.2) Rôle de l’inflammation dans les processus de réparation 
À priori, la réponse inflammatoire semble avoir une connotation négative, puisque 
dans plusieurs pathologies, comme celle de la fibrose kystique (FK), l’inflammation 
chronique semble occasionner et favoriser les processus lésionnels (voir section 4.1.3). 
Cependant, il semblerait que les composantes de l’inflammation ne soient pas toutes 
néfastes pour la réparation épithéliale. En effet, il a été démontré que le TNF, une 
cytokine pro-inflammatoire, pouvait stimuler la migration cellulaire et les processus de 
réparation épithéliale (143, 169). De façon plus intéressante, le TNF semblerait être 
capable d’activer indirectement le récepteur EGFR. En effet, il a été suggéré que le TNF 
pourrait, en se liant à son récepteur, activer des MMP capables de cliver le pro-EGF. 
Celui-ci pourrait ensuite se lier au récepteur EGFR et ainsi stimuler les processus de 
réparation (169). Ensuite, l’IL-1β, une autre cytokine pro-inflammatoire, favoriserait la 
réparation épithéliale via l’activation de la voie de signalisation MAPK par l’EGF et le 
TGFα (140). Il semblerait que l’IL-1β serait également importante dans le rétablissement 
de l’intégrité de l’épithélium alvéolaire en inhibant le développement de la fibrose via la 
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prolifération des fibroblastes (138). Ensuite, il semblerait que l’IL-13, une cytokine anti-
inflammatoire, pouvait également activer le récepteur EGFR et donc stimuler les 
processus de réparation. En fait, l’IL-13 semblerait capable d’induire la sécrétion du 
TGFα qui se lierait au récepteur EGFR et stimulerait la prolifération cellulaire (153). De 
plus, l’IL-13 occasionnerait également la sécrétion de HB-EGF, ce qui permettrait la 
stimulation de la réparation épithéliale (154).  
Selon la littérature, il semble donc que certaines composantes de l’inflammation 
pourraient avoir un effet bénéfique sur les phénomènes de réparation épithéliale. C’est 
pourquoi nous avons entamé, il y a quelques mois déjà, une étude sur le rôle de 
l’inflammation sur les processus de réparation épithéliale. En effet, jusqu’à maintenant, 
nous avons évalué l’impact de plusieurs cytokines sur la refermeture des plaies 
mécaniques et sur la migration cellulaire. Nous avons également testé le rôle de ces 
cytokines sur l’expression de canaux K+. Nous tenterons aussi de comprendre l’effet de 
ces cytokines sur la voie EGF/EGFR et de quantifier par ELISA les niveaux de cytokines 
sécrétés lors d’une lésion épithéliale. Cette étude nous permettra de mieux comprendre 
l’impact d’un environnement inflammatoire lors des processus de réparation de 
l’épithélium respiratoire. 
 
3) Rôle des canaux K+ dans les processus de réparation
 L’épithélium du système respiratoire présente une énorme diversité moléculaire 
de canaux K+. En effet, on discerne au niveau de l’épithélium respiratoire les transcrits de 
plus de 30 canaux K+ différents. Ces canaux K+ sont regroupés en trois grandes classes : 
1) les canaux K+ à 6 STM (segments transmembranaires), 2) les canaux K+ à 4 STM et 
comportant 2 pores et 3) les canaux K+ à 2 STM et à rectification entrante (voir figure 
24). 
Malgré l’énorme diversité moléculaire des canaux K+ dans l’épithélium 
respiratoire, nous nous sommes concentrés dans notre étude sur les canaux KvLQT1, 
KATP et KCa3.1, que nous avons détectés au niveau génique et protéique. En effet, nos 
résultats démontrent que le courant K+ total de base mesuré en chambre de Ussing à la 
membrane basolatérale des cellules épithéliales alvéolaires et bronchiques était médié par 
les canaux KvLQT1 et KATP. Il semblerait que le canal KCa3.1 peut être activé par le 
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composé pharmacologique 1-EBIO ou suite à un stress comme lors d’une lésion 
mécanique. Plusieurs autres canaux K+ parmi les 30 différents identifiés pourraient 
participer activement au flux de K+ dans les conditions normales. 
Nos résultats montrent que les inhibiteurs des canaux K+ KvLQT1, KATP et 
KCa3.1 pouvaient empêcher la refermeture des plaies (voir vidéo 2 dans la section 
Supplemental Videos sur le site de American Journal of Physiology : Lung, Cellular and 
Molecular Physiology). De plus, nous avons observé que la combinaison des inhibiteurs 
avait un effet additif sur l’inhibition de la réparation épithéliale, ce qui suggère une 
contribution partielle de chacun des canaux. Nous avons également noté que les 
phénomènes de migration et de prolifération cellulaire étaient aussi inhibés par les 
modulateurs des canaux K+. Alors à la lumière de nos résultats, il semble donc que les 
canaux K+ jouent un rôle dans les mécanismes de régulation de la réparation épithéliale 






canaux K+ : KvLQT1, KATP ou KCa3.1 
Figure 33. Modèle de l’implication des canaux K+ dans les processus de réparation.  
L’activité des canaux K+ semble pouvoir moduler les phénomènes de migration et de 
prolifération cellulaire impliqués dans les processus de réparation épithéliale. 
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 Plusieurs études ont effectivement suggéré que les canaux K+ pouvaient être 
impliqués dans les processus de migration et de prolifération. En effet, Schwab et al. 
(2007) ont proposé un modèle dans lequel les canaux ioniques, dont les canaux K+, sont 
impliqués dans la réorganisation du cytosquelette d’actine combinée à la variation du 
volume cellulaire (135). Selon ces études, l’efflux de K+ au pôle postérieur de la cellule 
en migration provoquerait une sortie d’eau, cruciale pour la rétractation de l’arrière de la 
cellule et la migration cellulaire (voir figure 12). Certaines études ont aussi suggéré que 
l’efflux de K+ via les canaux K+ pouvait entraîner des variations de Ca2+ intracellulaire, 
des signaux mitogéniques, et ainsi influencer la prolifération cellulaire (123, 164, 165). 
D’autres études suggèreraient plutôt un rôle des canaux K+ dans la progression du cycle 
cellulaire (145-150, 164, 165). En effet, il a été proposé qu’ils puissent être impliqués 
dans l’hyperpolarisation transitoire de la membrane cellulaire, étape essentielle à la 
progression du cycle cellulaire (146). On aurait également assigné un rôle à certains 
canaux Kv (dépendants du voltage) et KATP (sensibles à l’ATP) dans la phase G1 et/ou au 
point de contrôle entre la phase G1/S (148-150). Enfin, il semblerait que les canaux K+ 
peuvent également réguler les cyclines ainsi que l’activité des kinases cycline-
dépendantes (145-150).  
 Le rôle exact des canaux K+ dans les phénomènes de migration et de prolifération 
cellulaires est controversé et encore à ce jour mal connu. Pour remédier à la situation, 
nous avons commencé une collaboration avec le Dr Richard Bertrand pour étudier le rôle 
des canaux K+ et de la voie EGF/EGFR dans les mécanismes de régulation du cycle 
cellulaire de l’épithélium respiratoire. Ce nouveau projet nous permettra de mieux 
comprendre et de déterminer le rôle exact des canaux K+ stimulés par l’EGF dans le 
phénomène de la prolifération et la progression du cycle cellulaire. 
 
3.1) Mécanisme de couplage entre l’EGFR et les canaux K+
Notre étude nous a mené à explorer la relation entre la signalisation EGF/EGFR et 
les canaux K+ lors des processus de réparation épithéliale. En effet, nous avons noté dans 
les cellules ATII que l’expression des canaux K+ était augmentée suite à un traitement à 
l’EGF de 24h. La surexpression des canaux K+ suite à une stimulation à l’EGF que nous 
avons observé ne semble pas être due à une augmentation de la transcription, puisque les 
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niveaux d’ARNm ne varient pas. Nous croyons plutôt que l’EGF entraînerait une 
augmentation de l’expression protéique et de l’adressage d’un plus grand nombre de 
canaux K+ à la membrane basolatérale. Ensuite, nous avons également remarqué une 
augmentation de l’activité des canaux K+ après une stimulation aiguë à l’EGF (10 
minutes) dans les cellules alvéolaires et bronchiques. De plus, l’effet inhibiteur des 
modulateurs des canaux K+ était seulement observé suite à une stimulation préalable à 
l’EGF des processus de réparation. À la lumière de nos résultats, il semble effectivement 
y avoir un couplage moléculaire entre l’activation du récepteur EGFR et l’activité des 
canaux K+ dans les processus de réparation de l’épithélium alvéolaire et bronchique.  
Dans plusieurs études, il a été rapporté l’existence d’un mécanisme de couplage 
entre les canaux K+ et les voies de signalisation des facteurs de croissance dans différents 
types cellulaires. En fait, il a été démontré que plusieurs ligands du récepteur EGFR, tels 
que l’EGF, le TGFα et le HB-EGF, pouvaient stimuler l’activité des canaux maxi-KCa 
(162). Ensuite, il a été démontré que les canaux K+ sensibles à la 4-aminopyridine soumis 
à une stimulation à l’EGF pouvaient induire la prolifération cellulaire (163). Il a été 
rapporté que l’inhibition des canaux K+ dépendants du Ca2+ bloquerait 
l’hyperpolarisation membranaire induite par l’EGF nécessaire la progression du cycle 
cellulaire (160). En fait, il a été suggéré que l’EGF activerait les canaux Ca2+ 
indépendants du voltage stimulant à leur tour les canaux K+ dépendants du Ca2+, qui sont 
impliqués dans l’hyperpolarisation membranaire (161). Enfin, on a montré que 
l’inhibition des canaux K+ dépendants du voltage, impliqués dans la progression du cycle 
cellulaire, entraîne une diminution de la prolifération des cellules de leucémie 
myéloblastique humaine médiée par l’EGF via la voie MAPK (159).  
Plusieurs hypothèses ont été émises, mais le mécanisme exact de couplage au 
niveau moléculaire entre l’EGF et les canaux K+ dans les processus de réparation 
demeure encore obscur. Selon nos résultats, l’effet stimulateur de l’EGF sur les processus 
de réparation passerait par l’activation des canaux K+. En fait, nous pensons que 
l’activation des canaux K+ serait en aval de celle du récepteur EGFR. En effet, nous 
suggérons qu’en plus des voies de signalisation classiques activées suite à l’activation du 
récepteur EGFR, l’EGF pourrait stimuler les canaux K+, qui moduleraient les processus 
de réparation (voir figure 34). Ceux-ci contribueraient et participeraient aux phénomènes 
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de migration et de prolifération cellulaire (voir section 3), qui interviennent à leur tour 
dans les processus de réparation épithéliale.  
L’élucidation des voies de signalisation impliquées dans le mécanisme de 
couplage entre l’EGF/EGFR et les canaux K+ fera l’objet d’un nouveau projet en 
collaboration avec le Dre Isabelle Royal. Nous tenterons de découvrir par quelles voies 
l’activation du récepteur EGFR pourrait venir stimuler l’activité des canaux K+ afin de 
pouvoir mieux comprendre ce couplage moléculaire, qui selon nos résultats, serait crucial 





























Figure 34. Modèle de couplage entre la voie EGF/EGFR et les canaux K+.  Suite à 
une lésion, les cellules en réparation sécrètent de l’EGF (1), qui vient activer son 
récepteur (2). L’activation du récepteur enclenche les voies classiques de signalisation 
du EGFR (7), mais entraîne également une stimulation de l’activité (3) et de 
l’expression (4) de des canaux K+. Ceux-ci interviennent ensuite dans les  phénomènes 





3.2) Rôles multiples des canaux K+  
Nos résultats démontrent que les canaux K+ jouent un rôle crucial dans les 
processus de réparation. En effet, selon nos résultats et ceux de la littérature, il a été 
démontré que les canaux K+ sont impliqués dans les phénomènes de migration et de 
prolifération cellulaire (voir section 3). Toutefois, il a été démontré que les canaux K+ 
pouvaient également intervenir dans le phénomène d’apoptose (123, 164-166).  
La prolifération dépend de l’augmentation du volume cellulaire, alors qu’on 
observe plutôt une diminution de celui-ci lors du phénomène d’apoptose, ce qui permet 
une meilleure élimination par les macrophages (164). En effet, il a été démontré que la 
diminution du volume cellulaire entraîne l’activation des caspases et des endonucléases 
ainsi que la fragmentation de l’ADN, menant directement à la mort cellulaire (165, 166). 
Ensuite, il semblerait que l’activation des canaux K+, tel que le Kv1.3, entraîne une 
réduction du volume cellulaire impliquée dans le déclenchement de l’apoptose. 
Cependant, il a été démontré que cette activation des canaux K+ devait être combinée à  
un efflux de Cl- pour entraîner la mort cellulaire, puisqu’en son absence, les canaux K+ 
activés n’occasionnaient que l’hyperpolarisation de la membrane. Il semble donc que la 
tendance des canaux K+ à promouvoir la prolifération vs l’apoptose dépend de l’activité 
des autres canaux ioniques et de certaines contraintes temporelles, telles qu’un 
environnement favorable ou non à la survie et à la multiplication cellulaire (164).  
Il semble donc exister un équilibre fragile entre des phénomènes totalement 
opposés, tels que la progression du cycle cellulaire et la mort cellulaire, qui sont tous 
modulés par l’activité des canaux K+. Toutefois, il a également été démontré que les 
canaux K+ pouvaient stimuler ou inhiber l’apoptose tout dépendant du type cellulaire, ce 
qui complique un peu la compréhension du phénomène global (164). L’utilisation des 
modulateurs pourrait effectivement affecter les phénomènes moléculaires de façon 
inattendue à cause de leurs rôles à double tranchant. En effet, nous pourrions favoriser le 
phénomène d’apoptose au lieu de promouvoir la régénération épithéliale comme 
souhaité. 
Il ne faut toutefois pas oublier que les canaux K+ retrouvés au niveau du système 
respiratoire pourraient jouer d’autres rôles importants dans la physiologie pulmonaire. La 
littérature tout comme les autres projets menés dans le laboratoire du Dre Emmanuelle 
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Brochiero révèlent que les canaux K+ pourraient être impliqués dans les phénomènes 
d’échange gazeux, de sécrétion de surfactant, de contrôle du transport transépithélial 
ionique et liquidien ainsi que la réponse inflammatoire.  
La modulation des canaux K+ dans le but de promouvoir la régénération 
épithéliale pourrait possiblement entraîner des effets secondaires favorables pour la 
condition des patients fibrose kystique (FK), qui souffrent de défaillance respiratoire 
souvent causée par une destruction progressive de l’épithélium alvéolaire et bronchique. 
En effet, l’activation des canaux K+, qui possèdent le rôle de senseur d’O2 (117-120), 
pourrait possiblement aider à améliorer la fonction respiratoire des patients FK. Ensuite, 
une augmentation de l’activité des canaux K+, impliqués dans la sécrétion du surfactant 
(122), pourrait contribuer à rétablir partiellement la fonction alvéolaire et ainsi bonifier la 
situation de ces patients. La pathologie de la FK est causée par l’absence du canal CFTR, 
c’est pourquoi la stimulation des canaux K+ pourrait créer un gradient électrochimique 
favorable au transport de Cl- via des canaux Cl- alternatifs (105, 107) dans le but de 
restituer partiellement l’hydratation et la fonction de l’épithélium respiratoire. Les canaux 
K+ peuvent également moduler la réponse inflammatoire. En effet, il a été démontré que 
les canaux K+ pouvaient réguler la sécrétion de TNF via les macrophages alvéolaires 
(128). De façon encore plus intéressante, il semblerait que l’inhibition du canal KATP 
pourrait prévenir l’infiltration neutrophilique (129), que l’on a décrite comme une cause 
importante dans les processus lésionnels de l’épithélium respiratoire (59, 62-64). Ces 
données suggèrent donc que l’activation des canaux K+ pourrait réguler à la baisse la 
réponse inflammatoire afin de limiter les lésions épithéliales et d’améliorer la condition 
des patients atteints de la FK. 
Les canaux K+ semblent ainsi participer à plusieurs phénomènes physiologiques, 
mais leur rôle exact est encore mal connu. Il faudra donc mieux comprendre et avoir une 
meilleure image d’ensemble de leur implication dans les différents phénomènes 
physiologiques avant de pouvoir utiliser les modulateurs de canaux K+ pour promouvoir 






4) Retard de réparation de l’épithélium FK 
En condition normale, la réparation épithéliale implique l’enclenchement de 
diverses voies de signalisation entraînant différents phénomènes impliqués dans les 
processus de réparation. Il a été proposé que la persistance des dommages de l’épithélium 
durant les pathologies pulmonaires soit occasionnée par une défaillance au niveau d’une 
ou plusieurs étapes impliquées dans les processus de réparation conduisant à une 
régénération épithéliale inadéquate (154).   
Nos résultats suggèrent que les cellules CuFi-1 (FK) de génotype homozygote 
∆F508 présente un retard de réparation possiblement causé par un défaut de la voie 
EGF/EGFR combinée à une activité et expression réduite des canaux K+. En effet, nous 
avons d’abord noté que les cellules FK montraient un délai de réparation dans toutes les 
conditions comparativement aux cellules saines (NuLi-1). Ensuite, nous avons observé 
que les cellules FK exprimaient, à la base moins, de récepteurs erbB1 et erbB2 que les 
cellules saines, mais qu’ils étaient surtout moins actifs et activables. Nous avons 
également noté que l’activation d’erbB1 dans des cellules FK lésées était plus faible. 
Ensuite, sachant que les milieux conditionnés contenaient de l’EGF sécrété par les 
cellules en réparation (voir section 2.1.1), nous avons voulu comparer les niveaux d’EGF 
contenu dans le milieu conditionné récupéré de cellules NuLi-1 (sain) et CuFi-1 (FK) 
ainsi qu’évaluer leur impact sur la migration cellulaire. Nos résultats suggèrent que les 
cellules FK sécrètent moins d’EGF, ce qui est en accord avec la plus faible activation du 
récepteur EGFR observé dans les monocouches FK lésées. Ensuite, nous avons observé 
des courants K+ et une expression des canaux K+ plus faibles chez les cellules FK.  
 Notre étude suggère que l’épithélium FK (∆F508/∆F508) se répare plus lentement 
qu’un épithélium sain parce que les processus de réparation de l’épithélium FK seraient 
moins efficaces. À la lumière de nos résultats, il semblerait que ce délai de réparation est 
occasionné par un défaut de réponse à l’EGF, probablement en partie causé par une plus 
faible sécrétion d’EGF de la part des cellules en réparation et d’une activité plus faible du 
récepteur EGFR. Ce retard serait également occasionné par une activité et expression 
réduite des canaux K+. Alors selon notre modèle (voir figure 34), les cellules FK 
(∆F508/∆F508)  suite à des lésions sécréteraient moins d’EGF, qui combiné à une 
défaillance de l’activation du récepteur EGFR pourraient ne pas stimuler adéquatement 
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les canaux K+, qui sont importants pour les phénomènes de migration et de prolifération 
cellulaire. Notre étude de la réparation épithéliale se limite seulement aux cellules 
possédant la délétion du résidu F508, les conséquences des autres types de mutations 
nous sont encore inconnues. 
 
4.1) Causes du retard de réparation FK 
4.1.1) Différence entre les lignées cellulaires : profils génétiques 
 Nous sommes conscients que le retard de réparation observé dans les cellules FK 
(CuFi-1) pourrait être causé par la différence des profils génétiques des patients qui sont à 
l’origine des lignées cellulaires NuLi-1 et CuFi-1. En effet, il se pourrait que le patient 
homozygote ∆F508 ait subi différents traitements thérapeutiques qui auraient pu modifier 
l’expression et l’activité de ses récepteurs EGFR ainsi que de ses canaux K+. Il se 
pourrait également que le patient, duquel sont issues les cellules normales, ait subi ou 
souffert d’une autre pathologie que celle de la FK, qui aurait pu stimuler ses récepteurs 
EGFR ainsi que de ses canaux K+. Il est vrai qu’il est plus ou moins incorrect de 
comparer deux patients ayant évidemment des profils génétiques différents, mais 
également un passé médical différent pour conclure que les cellules épithéliales FK 
montrent un délai de réparation. Cependant, l’équipe du Dre Christelle Coraux a observé 
dans un modèle de xénogreffe humain que les épithélia nasaux FK présentaient aussi un 
retard de la régénération épithéliale (82). En effet, le travail de l’équipe du Dre Coraux 
confirme et appuie nos résultats dans lesquels nous démontrons aussi un retard de 
réparation dans l’épithélium FK. Leur étude suggère donc que le profil génétique derrière 
les lignées cellulaires que nous avons utilisées ne semble pas intervenir et influencer les 
résultats obtenus. Toutefois, dans leur modèle, ils suggèrent que le délai de réparation est 
causé par la dérégulation de la fonction des MMP, de leur inhibiteur TIMP-1 ainsi que 
l’IL-8 (82), alors que nous suggérons plutôt un défaut de réponse de la voie EGF/EGFR 
ainsi qu’une activité et expression plus faible des canaux K+. On s’explique encore mal 





4.1.2) Absence du canal CFTR 
 Il est évident que la différence de base entre les cellules normales et FK est 
l’absence du canal CFTR. En effet, un questionnement doit s’effectuer sur l’implication 
du canal CFTR dans le retard de réparation observé chez les cellules FK. Nous avons 
étudié la question et selon nos résultats, il ne semble pas que l’absence de courant Cl-, du 
moins pour une période de 24h ou 48h, soit déterminante dans le défaut des processus de 
réparation. En fait, nous avons induit une inhibition aiguë de 24h et/ou 48h de l’activité 
du canal CFTR avec l’inhibiteur CFTRinh-172 dans la lignée de cellules bronchiques 
saines (NuLi-1). Ce traitement n’a pas affecté la refermeture des plaies mécaniques. En 
effet, le pourcentage de réparation des monocouches NuLi-1 en présence de l’inhibiteur 
CFTRinh-172 est sensiblement le même que celui des cellules NuLi-1 non traitées. Nous 
n’avons pas observé non plus d’impact de cet inhibiteur du CFTR sur la migration 
cellulaire, la sécrétion d’EGF dans les milieux conditionnés ou sur l’expression des 
canaux K+. Ceci suggère que le courant Cl- du canal CFTR n’est pas un point central dans 
les mécanismes de régulation des processus de réparation. Il est clair que ce traitement de 
courte durée avec cet inhibiteur du canal CFTR ne représente pas la réalité des patients 
atteints de la FK, où le canal et le courant Cl- sont défaillants ou absents depuis la 
naissance. Cependant, nos résultats semblent suggérer que l’activité du canal CFTR ne 
semble pas être sollicitée ou nécessaire durant les processus de réparation épithéliale.  
 Prochainement, nous prévoyons utiliser les lignées cellulaires IB3 (cellules FK) et 
S9 (cellules IB3 génétiquement corrigées avec le CFTR sauvage). Des expériences de 
réparation épithéliale, de migration en chambre de type Boyden et des tests de 
prolifération cellulaire sur les cellules IB3 et S9 nous permettront de réfuter l’hypothèse 
que le retard de réparation serait occasionné par une différence de profil génétique, 
puisque les deux dérivent de la même lignée IB3. L’utilisation de ces cellules nous 
permettra également de vérifier si la correction de la protéine CFTR permet aux cellules 
FK de récupérer une capacité de réparation normale.  
 
4.1.3) Infections et inflammation chroniques 
Une conséquence directe de l’absence du canal CFTR est la persistance de la 
colonisation bactérienne et la réponse inflammatoire. En effet, les patients FK souffrent 
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fréquemment d’infections et d’inflammation chroniques. Ces phénomènes sont impliqués 
dans la persistance des processus lésionnels qui affectent l’épithélium respiratoire. Si les 
tissus FK, comme le suggèrent nos résultats, ne se réparent pas adéquatement, l’intégrité 
de l’épithélium respiratoire, qui constituait une barrière de défense physique, peut être 
perturbée. Ceci faciliterait l’accès des pathogènes aux tissus et amplifierait les processus 
lésionnels. On a également observé un déséquilibre des cytokines anti- et pro-
inflammatoires chez les patients atteints de la FK (59, 62). En effet, il semblerait que 
chez les patients FK, l’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire soit régulée à la baisse, 
alors que l’IL-8, une cytokine pro-inflammatoire soit surexprimée (59, 60-63, 144). De 
façon intéressante, l’IL-8 est l’un des plus important chemoattractant pour les 
neutrophiles (60, 62, 63, 82, 137, 144). Les neutrophiles FK possèderaient des propriétés 
différentes des neutrophiles normaux, c’est-à-dire qu’ils présenteraient une durée de vie 
prolongée (50). Ce phénomène occasionnerait une persistance des neutrophiles au niveau 
de l’épithélium. De plus, il semblerait que les neutrophiles FK relâchent plus d’oxydants 
et d’élastase lors de leur nécrose (64). Ceux-ci sont impliqués dans la dégradation des 
protéines structurales et causent ainsi une destruction progressive des tissus des voies 
aériennes et alvéolaires (59, 62-64).  
Malgré la persistance de la réponse inflammatoire dans la pathologie de la FK, on 
aurait aussi mesuré des niveaux élevés de facteurs de croissance, tels que du TGFβ, HGF, 
FGF-2, FGF-7, KGF et VEGF, dans les lavages broncho-alvéolaires des patients FK (84). 
En dépit de ces niveaux élevés de facteurs de croissance les dommages au niveau de leur 
épithélium semblent persistants, ce qui cause inévitablement une destruction des tissus 
respiratoires. Ceci suggère donc qu’en plus d’un défaut au niveau des processus de 
réparation épithéliale chez les patients FK, d’autres composantes pourraient contribuer à 
l'exacerbation pulmonaire. En effet, il se pourrait que la défaillance de la réparation 
épithéliale FK, qu’une diminution de l’expression et de l’activité des récepteurs EGFR et 
des canaux K+ soient induites par ce cycle chronique d’infection et d’inflammation. En 
effet, l’inflammation avait été rapportée pour moduler l’activité des canaux K+ dans 
plusieurs différents types cellulaires (108, 125-127). Il semblerait également que 
l’inflammation puisse réguler l’expression du récepteur EGFR. En effet, la protéine 
d’interaction avec le récepteur RIP-1 (receptor-interacting protein 1), un médiateur 
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important de l’inflammation et de l’activation du facteur de transcription NFκB dans la 
réponse immune, serait capable de moduler l’expression génique et protéique du 
récepteur EGFR (168).  
 Il serait important de comprendre éventuellement les conséquences secondaires 
au niveau moléculaire, causées par l’absence du canal CFTR, sur les tissus épithéliaux. Il 
semblerait que la mutation du canal CFTR pouvait perturber l’activité des canaux K+ 
(50). Il se pourrait donc que la perte du courant Cl- et/ou de la protéine CFTR dans les 
cellules entraîne une régulation à la baisse de l’expression et de l’activité des canaux K+ 
que nous avons observé dans la lignée cellulaire FK utilisée (CuFi-1). Nos résultats 
démontrent également que les cellules CuFi-1 sécrétaient moins d’EGF et répondaient 
moins bien à la stimulation de celui-ci. En effet, nous avons observé une activation plus 
faible des récepteurs EGFR, qui sont également moins exprimés dans les cellules CuFi-1 
(FK). Ce phénomène pourrait être causé par l’absence du canal CFTR. En effet, une 
étude par Kelley et al. (2001) démontre que le récepteur Smad3 du TGF-β1, impliqué 
dans la réponse inflammatoire, est également moins exprimé dans leur modèle FK murin 
in vitro et in vivo (167). Il semblerait donc que le phénotype FK pourrait entraîner une 
régulation à la baisse de plusieurs autres récepteurs de facteurs de croissance que 
l’EGFR.  
 Afin de savoir si le retard de réparation observé chez les cellules FK serait causé 
par l’environnement inflammatoire et le passé médical des cellules que nous avons 
utilisées jusqu’à maintenant, nous avons pensé à utiliser les cellules provenant des 
polypes nasaux des patients atteints de la FK. En effet, grâce à cette collaboration avec le 
Dr Yves Berthiaume nous saurons si ces paramètres peuvent influencer l’expression et 
l’activité du récepteur EGFR et des canaux K+. Nous tenterons également de tester 
l’impact de nouveaux activateurs des canaux K+ sur la réparation de ces polypes nasaux 
en culture. Toutefois, il se pourrait qu’il existe une variation entre les patients, comme 
observé lors de l’établissement de la relation génotype-phénotype dans le poumon. C’est 
pourquoi, nous avons aussi débuté une collaboration avec le Dre Christina Haston, qui 
nous permet de comparer les niveaux d’expression des canaux K+ dans les tissus 
pulmonaires de souris saines et FK (∆F508 et/ou invalidation du gène CFTR – CFTR-
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KO). Nous prévoyons éventuellement étudier les processus de réparation des cellules 































Chapitre 5 – Conclusions 
 L’absence du canal CFTR dans la pathologie de la fibrose kystique (FK) cause 
une dysfonction du transport des fluides et des ions au niveau de l’épithélium des voies 
aériennes. Ce phénomène entraîne la déshydratation et l’épaississement de la couche de 
mucus, ce qui favorise la colonisation bactérienne ainsi que la persistance de la réponse 
inflammatoire. Des processus lésionnels sont engendrés et causent une destruction 
progressive de l’épithélium respiratoire, entraînant inévitablement une défaillance 
respiratoire. Promouvoir la réparation épithéliale pourrait s’avérer être une nouvelle 
option thérapeutique pour rétablir un épithélium fonctionnel.  
L’ensemble des résultats obtenus lors de ma maîtrise souligne l’importance des 
canaux K+ dans la physiologie du système respiratoire. En effet, des études révèlent 
différents rôles des canaux K+, tels que l’échange gazeux, la sécrétion de surfactant, la 
réponse inflammatoire, le transport transépithélial des fluides et des ions, qui pourraient 
s’avérer utile dans l’amélioration de la condition des patients atteints de la FK.  
Notre étude a cependant permis de démontrer pour la première fois l’implication 
des canaux K+ dans les processus de réparation épithéliale alvéolaire et bronchique 
stimulée à l’EGF. Nous avons élaboré un modèle dans lequel, suite à une lésion, les 
cellules en réparation sécrètent de l’EGF. Celui-ci agit de façon autocrine et se lie à son 
récepteur EGFR pour l’activer, ce qui enclenche différentes voies de signalisation 
classiques. Toutefois, nos résultats démontrent pour la première fois que l’activation du 
récepteur EGFR stimule les processus de réparation via l’activité des canaux K+.  
Nos résultats ont démontré via l’utilisation de modulateurs pharmacologiques que 
les canaux KATP et KvLQT1, qui constituaient le courant K+ basolatéral total dans les 
cellules épithéliales bronchiques, participaient au processus de réparation. Toutefois, 
nous avons également démontré l’implication d’un troisième canal dans la réparation 
épithéliale. En effet, il semblerait que le canal KCa3.1 serait activé seulement suite à un 
stress comme une lésion, par exemple. Nous avons donc démontré que la combinaison 
des trois modulateurs avait un effet additif sur l’inhibition de la réparation épithéliale 
stimulée à l’EGF. En effet, comme rapporté dans plusieurs autres types cellulaires, il 
semblerait exister un mécanisme de couplage entre la voie EGF/EGFR et l’activation des 
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canaux K+ au niveau de l’épithélium respiratoire. Nos résultats ont démontré que les 
courants K+ étaient stimulés par l’EGF.  
Un fait intéressant, nous avons remarqué que les cellules FK (CuFi-1) de 
génotype homozygote ∆F508 présentaient un retard de réparation. La sévérité de 
l’atteinte pulmonaire pourrait donc dépendre non seulement de l’apparition des lésions 
chez les patients atteints de la FK, mais aussi d’une défaillance dans les processus de 
régénération épithéliale suite à ces lésions. Nos résultats de réparation en présence 
d’anticorps anti-EGF, de p-EGFR et de milieux conditionnés suggèrent également que les 
cellules FK en réparation sécrètent moins d’EGF et que l’activation des récepteurs EGFR 
est plus faible. Nous avons aussi noté une expression des canaux K+ et des courants K+ 
plus faibles dans les cellules FK. Nous suggérons donc que ce défaut dans la voie 
d’activation du récepteur EGFR couplé à une défaillance au niveau des canaux K+ serait 
la cause du délai de réparation des cellules FK. Notre étude suggère donc que plusieurs 
mécanismes de régulation des processus de réparation mis en place dans l’épithélium 
respiratoire seraient dérégulés dans la pathologie de la FK. Pour avoir une vision plus 
globale des processus lésionnels et de réparation, il sera intéressant également de mieux 
étudier les effets de l’inflammation sur les processus de réparation.  
Notre étude amène donc une toute nouvelle conception des processus de 
réparation de l’épithélium respiratoire. Cette étude, qui montre que le couplage de 
l’activité des canaux K+ et de l’EGF est crucial pour les processus de réparation au 
niveau des voies aériennes et des alvéoles, amène de nouvelles connaissances et ouvre à 
de nouvelles voies de recherche pour éventuellement permettre le développement de 
traitements pour promouvoir la régénération épithéliale. Cette nouvelle option 
thérapeutique, qui jumelée avec d’autres traitements présentement disponibles, pourrait 
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